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ABSTRAK 

Polisiklik aromatik hidrokarbon telah diketahui luas sebagai komponen yang bersifat 
karsinogenik, diantaranya benzo(a)piren (BAP) dan dibenzo(a,h)antrasen (DBA) dikenal 
sebagai komponen yang paling toksik. Komponen ini dapat terbentuk melalui 
pembakaran yang tidak sempurna dari kayu, arang dan senyawa organik selama 
pembakaran daging dan ikan. Tujuan penelitian adalah menentukan proses pembakaran 
(jarak dan lama pemanasan) dan jumlah bumbu yang optimum untuk mereduksi 
kandungan PAH dalam daging ikan dan ayam bakar. Komponen PAH diekstrak dengan 
menggunakan tehnik tandem solid phase extraction (tandem SPE) dan HPLC-UV 
(dengan kolom C18, fase gerak 80% asetonitril dan detektor MWD). Metoda optimasi 
yang digunakan adalah response suiface methodology (RSM) berdasarkan desain Box­
Behnken menggunakan software Design Expert® 7. Linearitas dengan adisi stan dar 
dalam sampel, limit deteksi, limit kuantitasi, kesesuaian sistem, akurasi dengan uji 
rekoveri, dan presisi dari metoda analisis PAH, masing-masing adalah 0,96-0,97, 
0,03-0,04 f.1g1mL, 0,09-0,11 f.1g1mL larutan uji, 0,57-1,59% « 2%), 123-126%, and 
12-15% . Metoda yang telah divalidasi digunakan dalam penentuan komponen PAH 
(BAP dan DBA) dalam makanan bakar yang telah mengalami perlakuan sesuai dengan 
desain RSM. Total PAH dalam daging ikan bakar tanpa bumbu dapat meneapai 193 ng/g, 
sedangkan dalam ayam bakar tanpa bumbu meneapai 226 ng/g. Dengan menggunakan 
RSM, diketahui perlakuan optimum untuk mendapatkan tingkat PAH total yang tidak 
terdeteksi dalam ikan bakar adalah padajarak pembakaran 7,3 em, lama pemanasan 31,5 
min dan jumlah bumbu 7,40 % dari berat ikan, sedangkan hal yang sama pada ayam 
bakar dieapai pada jarak pembakaran 6,8 em, lama pemanasan 28,0 min dan jumlah 
bumbu 8.69 %. Bumbu yang dipakai adalah bumbu kuning yang terdiridari bawang 
putih, bawang merah, lengkuas, jahe, kunyit, kemiri, merica dan garam dengan komposisi 
yang biasa dipakai oleh pedagang loka!. Warna ikan bakar yang dihasilkan pada kondisi 
optimum tersebut mempunyai nilai L, a, b dan Hue masing-masing 48,03; 4,2; 19,88; dan 
77,96. Warn a ayam bakar pada kondisi perlakuan optimum memiliki nilai L, a, b dan Hue 
berturut-turut 31,65; 9,29; 18,15; dan 62,21. Dengan demikian penggunaan bumbu pada 
kisaran konsentrasi 7 sampai 9% dari berat ikan/ayam, jarak pembakaran 7 em, dan lama 
pemanasan 28,0 sampai 31,5 min dapat mereduksi secara signifikan kandungan PAH 
dalam ikan dan ayam bakar. 

Kata kunci: Polisiklik aromatik hidrokarbon, optimasi pembakaran daging, SPE, HPLC­
UV, response suiface methodology. 
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ABSTRACT 

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) have been widely known as carcinogenic 
compounds with benzo(a)pyrene (BAP) and dibenzo(a,h)antracen (DBA) as the most 
toxic ones. This compound formed through incomplete combustion of wood, charcoal, 
and organic compounds during grilling of meat, chicken, or fish. The objective of this 
study is to discover the optimum grilling process, distance and heating time of grilling 
process and the amount of seasoning used, to reduce the amount of P AH formed during 
grilling of fish and chicken. PAHs were extracted using a tandem solid phase extraction 
technique and HPLC-UV (using CI8 column, 80% acetonitrile, and multi wavelength 
detector or MWD). The method used in optimization was response surface Box-Behnken 
design using Design Expert® 7 software. Linearity with standard addition in sample, 
limit of detection, limit of quantitation, system suitability, accuracy by recovery test and 
precision of the analytical method were performed at 0.96-0.97, 0.03-0.04 )lglrnL, 
0.09-0.11 )lglrnL test solution, 0.57-1.59% « 2%), 123-126%, and 12-15%. The 
validated method was then used for the determination of PAHs (BAP and DBA) in grilled 
fish and chicken from some treatments following the response surface methodology 
(RSM) design. The total PAHs content in grilled fish without seasoning treatment can 
reach 193 ng/g, while that in grilled chicken 226 ng/g. Using the RSM in this study, it is 
known that the optimum treatment for grilled fish to have an undetected level of PAHs 
was reached at the grilling distance of 7.3 cm, heating time of 31.5 min and seasoning 
amount of 7.40 %, while that for grilled chicken was 6.8 cm, 28.0 min and 8.69 %, 
respectively. The seasoning consists of garlic, shallot, galangal, ginger, turmeric, candle 
nut, pepper and salt with a composition normally found at the local food seller. Color 
properties of grilled fish at the optimum condition were L value 48.03, a value 4.2, b 
value 19.88, and score of Hue 77.96, while the color properties of grilled chicken were 
31.65,9.29,18.15, and 62.21, respectively. The use of seasoning at a range of7 to 9% of 
fish/chicken weight, grilling distance at c.a. 7 cm and length of grilling time 28.0 to 31.5 
min can significantly reduce PAHs contents in the grilled foods . 

Keywords: Polycyclic aromatic hydrocarbon, meat grilling optimization, SPE, HPLC­
UV, response surface methodology. 

PENDAHULUAN 

Data kesehatan masyarakat di Indonesia menunjukkan bahwa terdapat 

kecendernngan penderita kanker yang terns meningkat. Selain bahan tambahan 

pangan yang dicurigai berpengarnh terhadap angka kenaikan tersebut, 

meningkatnya trend gaya hidup masyarakat perkotaan mengkonsumsi menu 

makanan yang dibakar/dipanggang baik di rnmah maupun di restoran atau rnmah 

makan diduga menjadi salah satu penyebabnya. Telah dibuktikan oleh para ahli 

bahwa dalam makanan yang mengalami pemanasan pada suhu tinggi melalui 

pemanggangan atau pembakaran dapat terbentuk komponen karsinogenik seperti 

polisiklik aromatik hidrokarbon (PAH) dan heterosiklik aromatik amin (HAA). 

Kedua komponen tersebut lebih mudah ditemukan pada makanan berprotein 
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tinggi seperti daging dan ikan yang dibakar/dipanggang. Dalam usulan ini 

komponen PAH menjadi fokus penelitian reduksi komponen karsinogenik dalam 

makanan tersebut. 

Komponen PAH adalah kelompok dari hampir 10.000 sen yaw a, tetapi 

hanya beberapa diantaranya yang terdapat dalam jumlah yang nyata dalam 

makanan dan yang paling bersifat karsinogenik serta paling banyak diteliti, yaitu 

benzo(a)piren (BAP). Setelah itu terdapat 14 komponen PAH lain yang bersifat 

karsinogenik, diantaranya dibenzo(a.h)antrasen (DBA) yang juga memiliki faktor 

toksisitas tinggi. Keberadaannya dalam makanan dapat ditolerir hingga batas 10 

J..lg/kg atau 10 ppb, menurut legislasi pangan di Uni Eropa. Analisis pada batas 

yang sangat rendah tersebut membutuhkan instrumen yang cukup sensitif dan 

persiapan sampel yang hati-hati, ditambah fakta bahwa komponen PAH 

mempunyai struktur atau sifat kimia yang rnirip dengan matriks sampel yang kaya 

protein sehingga memerlukan proses clean up yang efektif. Penelitian mengenai 

pengembangan dan validasi metode deteksi dan kuantifikasi komponen P AH 

menggunakan HPLC-UV (dengan instrumen HPLC-MWD) dan persiapan sampel 

dengan tandem SPE (solid phase extraction) perlu dilakukan. Hasilnya digunakan 

untuk penelitian lanjutan untuk mempe\ajari optimasi reduksi komponen 

karsinogenik PAH dalam makanan bakar/panggang. Instrumen HPLC-UV dipilih 

dalam studi ini karena instrumen ini ban yak tersedia di laboratorium analisis dan 

penelitian di Indonesia, sehingga apabi\a metode analisis dan penelitian telah 

dapat dikembangkan, maka metode ini mudah diadopsi oleh laboratorium analisis 

atau lembaga/badan penelitian lainnya. 

Reduksi komponen toksik atau karsinogenik juga menjadi concern 

masyarakat dunia dewasa ini, baik reduksi pada proses pembentukannya maupun 

reduksi jumlah awalnya. Reduksi komponen PAH dapat dilakukan pad a saat 

pengolahan makanan, sehingga memungkinkan laju pembentukan komponen 

tersebut terhambat. Makanan khas Indonesia yang sering menggunakan bumbu 

dan rempah diduga menguntungkan dalam proses reduksi komponen P AH karena 

bumbu dan rempah dapat mempunyai sifat antioksidatif yang berpengaruh 

terhadap terbentuknya PAH karena proses pirolisis. Penghambatan proses pirolisis 

ini juga diduga dapat dilakukan dengan mengatur lamanya pemanasan sehingga 
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intensitas proses pirolisis dapat dikurangi dan dengan demikian jumlah 

terbentuknya komponen PAH dapat direduksi. Dengan demikian optimasi 

penerapan ketiga pedakuan, yaitu penambahan bumbu/rempah dan pengaturan 

jarak serta lama proses pembakaran daging, pedu diteliti. 

Untuk dapat mengetahui optimasi dari dua atau lebih respons, metode 

statistik response surface methodology (RSM) dapat digunakan. Oleh karena itu 

melalui penelitian ini dikembangkan teknik analisis PAH dengan HPLC-UV 

dalam makanan bakar khas Indonesia, dalam hal ini dipilih sampel ikan dan ayam 

bakar, serta standar PAH yang digunakan adalah BAP dan DBA. Selanjutnya 

dengan menggunakan RSM diteliti mengenai jarak pembakaran, lama pemanasan 

dan jumlah bumbu yang optimal sehingga memberikan resiko paling rendah 

dengan kandungan P AH yang tidak terdeteksi dalam makanan bakar tersebut. 

Pengembangan teknik analisis ini berguna untuk harmonisasi metode analisis 

PAH dengan HPLC-UV di Indonesia dan dapat membantu sebuah laboratorium 

jasa analisis melakukan analisis PAH atas permintaan kliennya. Informasi hasil 

penelitian ini juga dapat berkontribusi dalam upaya pemerintah Indonesia 

membentuk Jejaring Keamanan Pangan. 

METODE PENELITIAN 

Bahan dan Peralatan 

Sampel makanan berupa daging ayam bag ian dada dan ikan mujair dengan 

berat per unit sampel 250-300 gram, bumbu kuning (terdiri dari kunyit, lengkuas, 

bawang putih, bawang merah, kemiri, merica, garam, dan jahe) yang digunakan 

untuk penyiapan ayam bakar dan ikan bakar, standar komponen PAH, yaitu 

benzo(a)piren (BAP) dan dibenzo(a,h)antrasen (DBA), asetonitril HPLC-grade, 

diklorometan p.a. , toluena p.a., n-heksana p.a., akuades Milli-Q grade, NaOH p.a., 

kolom Solid Phase Extraction, yaitu kolom ekstrelut (diatomaceus earth), kolom 

PRS (propylsulphonic acid silica), dan kolom silica gel. Peralatan yang digunakan 

adalah peralatan gelas, pipet mikro, alat pembakaran dengan menggunakan arang 

untuk penyiapan ikan bakar dan ayam bakar dan food processor. Sedangkan 

peralatan yang digunakan untuk analisis P AH adalah instrumen HPLC Agilent 
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1200 Series (Agilent Technologies, USA) dengan detektor MWD (UVNis) dan 

kolom Zorbax ODS (CI8) dengan panjang 15cm, diameter 4.6 mm dan ukuran 

partikel 5 f..lm. 

Metode 

Penelitian dilakukan dalam dua tahapan. Tahapan pertama adalah validasi 

metode ekstraksi PAH (secara simultan untuk BAP dan DBA) dengan Solid Phase 

Extraction. Tahapan kedua adalah penentuan P AH pada ikan dan ayam bakar 

dengan melakukan pengujian pada kombinasi tiga tarat pembumbuan, jarak dan 

lama pemanasan. Penentuan kombinasi pembumbuan, lama dan jarak pemanasan 

didapatkan dengan Response Surface Methodology (RSM). 

1) Tahap Pertama: Validasi metode ekstraksi PAH 

Validasi metode analisis Polycyclic Aromatic Hydrocarbon (P AH) 

dilakukan dengan cara melakukan uji linearitas dengan standar adisi dalam 

sampel, uji limit deteksi dan limit kuantitasi, uji kesesuaian sistem, akurasi uji 

recovery, dan uji presisi atau repeatabilitas. Validasi dilakukan pada metode dari 

mulai tahap ekstraksi dengan Solid Phase Extraction sampai analisis PAH dengan 

menggunakan HPLC-UV. 

2) Tahap Kedua: Efek kombinasi variasi pembumbuan, lama pemanasan, 
dan jarak api terhadap kadar PAH ikan dan ayam bakar 

Formulasi bumbu ikan dan ayam bakar dilakukan dengan menggunakan 

bumbu kuning yang sudah umum digunakan oleh pedagang ikan dan ayam bakar 

umumnya. Penentuan kombinasi formula bumbu, jarak pemanasan dan lama 

pemanggangan dilakukan dengan menggunakan desain Response Surface 

Methodology (RSM) dengan variabel independen seperti terlihat pada Tabel 1. 

lumlah ulangan dan pengacakan didapat melalui program Design Expert© 7. 

Presentase formula bumbu merupakan perbandingan jumlah bumbu dengan berat 

basah daging ikan maupun ayam. 

Ikan yang digunakan adalah ikan bawal berukuran 250-300 gram. Ayam 

yang digunakan adalah ayam negeri berukuran 250-300 gram. Respon yang 

digunakan untuk optimasi proses pembakaran adalah konsentrasi BAP, DBA dan 
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total PAH, kadar air, dan intensitas warna. Tahap akhir adalah verifikasi dari 

kombinasi pedakuan yang dihasilkan dari percobaan. 

Tabel 1. Variabel independen yang dipakai dalam desain RSM. 

Kode Level 
Simbol Variabellndependen 

-1 +1 
Xl Kombinasi bumbuJrempah 0% 15% 
X2 J arak Pemanasan 2cm 8cm 
X3 Lama Pemanasan 28 menit 40 menit 

• Ekstraksi dan Clean-up Komponen P AH dengan teknik Gabungan SPE 
(Solid Phase Extraction) 

Masing masing sampel daging, baik ayam bakar maupun ikan bakar, 

dihomogenkan dengan menggunakan food processor. Kemudian ditimbang 

sebanyak 1 gram daging lalu dilarutkan dalam 1 mL larutan NaOH 1 M dingin 

untuk proses saponifikasi. Sampel kemudian dimasukkan ke dalam 1.5 gram 

ekstrelut, diaduk rata lalu diisikan ke dalam kolom SoLid Phase Extraction­

PropyLsuLphonic acid silica (SPE-PRS) dan sampel dielusi dengan fase gerak 12 

mL diklorometan yang mengandung 5% toluen. Untuk membantu proses ekstraksi 

digunakan vacuum chamber. 

Ekstrak diklorometan yang didapat kemudian diuapkan dengan gas nitrogen 

pada suhu ruang dan residu yang tertinggal dilarutkan dalam 2x 1 mL n-heksana. 

Setelah itu dipersiapkan kolom berisi silika gel yang telah teraktivasi untuk 

ekstraksi berikutnya. Aktivasi silika gel dilakukan dengan memanaskan silika gel 

dalam oven pada suhu 200°C selama 12 jam lalu kolom dielusi dengan 5 mL n­

heksana sebelum digunakan untuk ekstraksi. Fraksi PAH dalam n-heksana 

kemudian diekstraksi ke dalam kolom tersebut dengan menggunakan eluen 

campuran n-heksana dan diklorometan 60:40 (v/v) sebanyak 12 mL. Ekstrak PAH 

yang didapat kemudian diuapkan dengan gas nitrogen pada suhu ruang. Ekstrak 

P AH kemudian dilarutkan dalam 2xO.5 mL acetonitril dan dipindahkan ke dalam 

vial untuk kemudian diuapkan pelarutnya dengan gas nitrogen pada suhu ruang. 

Residu yang tertinggal dalam vial kemudian dilarutkan dengan 200 ~L larutan 

standar PAH 2.5 ppm. Sampel kemudian dianalisis kandungan PAH-nya dengan 
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HPLC-MWD yang diset pada panjang gelombang UV (selanjutnya disebut 

HPLC-UV). 

• Analisis Komponen PAH dengan Menggunakan HPLC-UV 

Analisis menggunakan HPLC Agilent 1200 series dengan detektor MWD 

pada panjang gelombang UV dilakukan secara isokratik mengikuti kondisi pada 

Tabel2. 

Tabel2. Kondisi operasi analisis komponen PAH dengan HPLC-UV. 

Kriteria 
Kolom 

Suhu running 
Fase gerak 
Laju aliran fase gerak 
Deteksi 
Sampelloop 

Kondisi 
Cl8 (ODS), ukuran pratikel pendukung 51lm, 
panjang 15 em, diameter dalam 4.6 mm 
Suhu ruang 
Asetonitril-aquades MilliQ (80:20, v/v), isokratik 
1.0 mUmenit 
UV280nm 
20L 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

• Validasi Metode Analisis PAH 

Validasi metode analisa P AH dengan menggunakan teknik ekstraksi dan 

clean-up dengan tandem SPE (SPE extrelut), SPE kolom PRS (Propylsulphonic 

acid silica) serta SPE kolom silica gel telah dilakukan. Validasi diperlukan karena 

PAH dalam sampel makanan umumnya berada dalam jurnlah sedikit (trace). Nilai 

limit deteksi (LOD) dan LOQ, linearitas metode, uji kesesuaian sistem, akurasi 

dan presisi dengan uji recovery tersaji dalam Tabel 3. 

Kromatogram campuran standar BAP dan DBA terlihat pada Gambar 1 

sebagai dua puncak yang terpisah pada menit ke 11.66 untuk BAP dan 13.45 

untuk standar DBA. Hal ini menandakan analisa senyawa BAP dan DBA dapat 

dilakukan secara simultan pada sistem HPLC yang digunakan dalam penelitian 

lOl. 
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Tabel3. Hasil uji validasi metode analisis PAH dengan menggunakan standar 
BAPdanDBA. 

Kriteria 

Liniearitas metode dengan standar 
adisi dalam sampel (R2), range 
spiking 0.1-10 ~g/mL 
Kesesuaian sistem (RSD < 2%): 

RSD luas area 
RSD waktu retensi 

Limit deteksi (LOD) 
Limit kuantitasi (LOQ) 
Rekoveri dengan spiking 5 Ilg/g 
Presisi atau repeatabilitas 

MWDI A, SiO=l80.100 Ref=,," (PAH 201I\UKS I.oJ 

mAU 

25 

20 

15 

10 

6 

Nilai untuk BAP 

0.9675 

0.8% 
1.4% 

0.04 llg/mL 
0.11 llg/mL 

122.6% 
12.4% 

8 10 

Nilai untuk DBA 

0.9593 

0.6% 
1.6% 

0.03 llg/mL 
0.09 llg/mL 

126.0% 
15.0% 

~ 
\2 

~ II /\ . \ I \ 
/ \ ) \ 

12 14 m 

Gambar 1. Kromatogram campuran standar BAP dan DBA pada konsentrasi 2 ppm. 
Standar BAP terdeteksi pada waktu retensi 11.663 menit dan DBA pada 
13.454 menit. 

Kurva standar BAP dan DBA yang dibuat pada range konsentrasi 0.05 - 10 

ppm (ug/mL) mempunyai nilai R2 di atas 0.990. Kurva standar ini diperlihatkan 

pada Gambar 2. 
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Gambar 2. Kurva standar larutan BAP (kiri) dan DBA (kanan) dengan injeksi langsung 
larutan standar (tanpa sampel) ke dalam instrumen HPLC-UV. 

• HasH optimasi proses pembakaran untuk menurunkan PAH pada ikan 
bakar 

Optimasi proses pembakaran dilakukan pada 3 variabel depend en yaitu 

jarak pemanasan, lama pemanasan, dan jumlah bumbu. Level dari masing-masing 

variabel pemanasan yang diujikan didapat dari trial and error pada penelitian 

pendahuluan. Untuk variabel jarak, level minimum dan maksimum yang 

dipergunakan pada peraneangan pereobaan adalah 2 em dan 8 em. Sedangkan 

untuk jumlah bumbu dan lama pemanasan, level minimum dan maksimum yang 

dipergunakan masing-masing adalah 28 menit dan 40 menit untuk lama 

pemanasan, serta 0% dan 15% untuk jumlah bumbu. Peraneangan pereobaan 

menggunakan software Design Expert® 7 dengan desain pereobaan menggunakan 

desain response surface (RSM) Box-Behnken design. 

Molekul benzo(a)piren (BAP) yang ditemukan pada ikan bakar berkisar 

antara tidak terdeteksi hingga 130.1 nglg sampel (130.1 ppb). Nilai terendah 

didapat pada pembakaran dengan jarak 5 em selama 34 menit dengan bumbu 

7.5%. Sedangkan nilai tertinggi didapat pada pembakaran dengan jarak 2 em 

selama 40 menit dengan tidak menggunakan bumbu. Nilai maksimum yang 

dieapai pada penelitian ini jauh lebih tinggi dibandingkan batas yang 

diperbolehkan oleh Uni Eropa yaitu 10 nglg (10 ppb). Contoh grafik tiga dimensi 

hubungan antara lama dan jumlah bumbu terhadap konsentrasi BAP yang 

dihasilkan oleh software Design Expert® 7 ditunjukkan pada Gambar 3. 
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Molekul Dibenzo(a,h)antrasen (DBA) yang ditemukan dalam ikan bakar 

berkisar an tara tidak terdeteksi hingga 82.7 ng/g sampel (82.7 ppb). Nilai terendah 

didapat pada pembakaran dengan jarak 5 em selama 34 menit dengan bumbu 

7.5%. Sedangkan nilai tertinggi didapat pada pembakaran dengan jarak 2 em 

selama 34 menit dengan tidak menggunakan bumbu. Seperti halnya BAP, nilai 

maksimum yang dieapai pad a penelitian ini jauh lebih tinggi dibandingkan batas 

yang diperbolehkan oleh Uni Eropa. Grafik RSM tiga dimensi hubungan an tara ' 

lama dan jumlah bumbu terhadap konsentrasi DBA dalam ikan bakar ditunjukkan 

pada Gambar 4. 

Tabel 4. Hasil pereobaan optimasi proses pembakaran untuk ikan bakar dengan 
desain RSM Box-Behnken dengan mengatur jarak pembakaran, lama 
pemanasan dan jumlah bumbu per berat ikan segar. 

Jarak 
(em) 

5 
2 

8 

8 
5 
5 
2 

5 

5 

5 

2 

5 

2 

8 
5 

5 

8 

Lama 
(menit) 

34 

34 

34 

28 

34 

34 

40 

28 

34 

40 

28 

40 

34 

40 

28 

34 

34 

Bumbu 
(%) 
7.5 

o 
15 

7.5 

7.5 

7.5 

7.5 

o 
7.5 

o 
7.5 

15 

15 

7.5 

15 

7.5 

o 

[BAP] 
(ng/g) 

ttd* 

110.3 

22.2 

17.6 

7.5 

12.2 

130.1 

20.2 

0.4 

102.7 

36.3 

49.9 

41.5 

31.8 

24.7 

16.4 

33.1 

Keterangan : *ttd adalah tidak terdeteksi 

[DBA] 
(ng/g) 

ttd 

82.7 

28.5 

23.4 

20.3 

14.6 

76.0 

24.2 

31.2 

82.4 

50.5 

88.9 

56.0 

41.9 

32.8 

9.4 

20.4 

Total 
PAH 

ttd 

192.9 

50.7 

41.0 

27.8 

26.9 

206.1 

44.4 

31.7 

185.1 

86.8 

138.7 

97.4 

73.8 

57.5 

25.8 

53.5 

Nilai 
Hue 

64.35 

70.15 

75.43 

64.95 

74.22 

62.15 

70.74 

59.57 

67.65 

74.15 

69.98 

59.72 

75 .86 

69.53 

65.15 

73.42 

66.18 

Kadar Air 
(%) 

64.95 

61.93 

63.99 

57.90 

62.72 

65.91 

65 .19 

64.95 

65.70 

66.03 

66.76 

62.49 

61.91 

66.37 

66.54 

64.95 

64.98 

Total PAH yang ditemukan pada penelitian berkisar antara tidak terdeteksi 

hingga 192.9 ng/g sampel (192.9 ppb). Nilai terendah didapat pada pembakaran 

dengan jarak 5 em selama 34 menit dengan bumbu 7.5%. Sedangkan nilai 

tertinggi didapat pada pembakaran dengan jarak 2 em selama 34 menit dengan 
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tidak menggunakan bumbu. Grafik RSM 3 dimensi untuk hasil analisis total P AH 

dalam ikan bakar ditunjukkan pada Gambar 5. 

7 50 c: Jumlah Bumbu 

40.00 -"---33717.00~~-34:OO'---31OO-___ ,....d 

1500 

1125 

B: Lama Pemanasan 

Gambar 3. Grafik 3 dimensi hubungan lama pemanasan dan jumJah bumbu terhadap 
konsentrasi BAP ikan bakar. Warn a bim menunjukkan nilai minimum BAP 
dan maksimum pada warna kuning dan merah. 

87 

« co e. 
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31 .00 
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Gambar 4. Grafik 3 dimensi hubungan lama pemanasan dan jumJah bumbu terhadap 
konsentrasi DBA ikan bakar. Wama bim menunjukkan nilai minimum DBA 
dan maksimum pada warna kuning dan merah. 

Hasil optimasi dengan menggunakan RSM untuk komponen dan respon di 

atas untuk memberikan nilai komponen berbahaya minimum dalam ikan bakar 

adalah pada proses jarak pemanggangan 7.26 em, lama pemanasan 31.48 menit, 

dan jurnlah bumbu 7.48%. Perkiraan respons yang dihasilkan dari proses tersebut 
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menurut Gambar 3, 4 dan 5 adalah BAP 2.4 . 10-6 ng/g sampel, DBA 2.8 ng/g 

sampel, total PAH 3.3 ng/g sampel, nilai hue 68.42, dan kadar air 64.32 %. Hasil 

verifikasi menunjukkan bahwa dengan proses pemanggangan ikan dengan jarak 

7.26 cm, lama pemanasan 31.48 menit, dan jurnlah bumbu 7.48% menghasilkan 

kadar BAP, DBA, dan total PAH yang tidak terdeteksi. Dengan kombinasi dan 

jarak tersebut, reaksi pirolisis dan pirosintesis dari P AH dapat dihambat karena 

interaksi langsung antara bahan pang an dan sumber api dapat dicegah dengan 

jarak yang tinggi dan waktu pembakaran yang singkat. Penggunaan bUIpbu 

sebesar 7.48% merupakan bumbu yang optimal untuk menurunkan nilai PAH. 

I 

ct 
(ij 
'0 
I-

B: Lama Pemanasan 34.00 

A: Jarak Pemanasan 

Gambar 5. Grafik 3 dimensi hubungan lama pemanasan dan jumlah bumbu terhadap total 
PAH ikan bakar. Warn a biru menunjukkan nilai minimum total PAH dan 
maksimum pada warna kuning dan merah. 

• HasH optimasi proses pembakaran untuk menurunkan PAH pada ayam 
bakar 

Optimasi proses pembakaran pada ayam bakar dilakukan pada 3 variabel 

dependen sarna seperti ikan bakar yaitu jarak pemanasan, lama pemanasan, dan 

jumlah bumbu. Level dari masing-masing variabel pemanasan yang diujikan pun 

sarna dengan percobaan pada ikan bakar. Perbedaan terletak pada ayam sampel 

terlebih dahulu dikukus selama 30 menit sebelum dibakar. Hasil percobaan 

ditunjukkan pada Tabel 5. 
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Tabe15. Hasil pereobaan optimasi proses pembakaran untuk ayam bakar dengan 
desain RSM Box-Behnken dengan mengatur jarak pembakaran, lama 
pemanasan danjumlah bumbu per berat daging ayam segar. 

Jarak Lama Bumbu [BAP] [DBA] Total Nilai Kadar 

(em) (menit) (%) (ng/g) (ng/g) PAH Hue Air (%) 

5 34 7.5 19.7 7.6 27.2 62.05 46.98 
5 28 15 20.4 44.5 64.9 66.26 44.76 
2 34 0 104.6 121.3 225.9 65.12 44.04 
8 40 7.5 64.6 44.8 109.5 57 42.00 
5 34 7.5 9.4 16.4 25.8 64.77 60.27 
2 40 7.5 148.1 83.2 231.2 64.56 51.69 
5 34 7.5 15.2 28.1 43.3 64.8 46.82 
5 40 0 65.7 45.0 110.7 63.05 40.60 
5 34 7.5 12.2 21.0 33.1 68.52 41.35 
2 28 7.5 139.6 49.3 188.9 72.12 41.1 
2 34 15 74.0 149.2 223.2 66.2 49.88 
5 40 15 91.9 53.7 145.6 62.05 42.62 
8 28 7.5 ttd* ttd ttd 73.12 41.91 
5 34 7.5 27.3 33.6 60.9 61.6 39.22 
8 34 15 31.8 54.0 85.8 65.27 42.82 
8 34 0 ttd ttd ttd 57.25 45.76 
5 28 0 31.5 37.9 69.4 67.32 47.14 

Keterangan : *ttd adalah tidak terdeteksi. 

Molekul benzo(a)piren yang ditemukan pada penelitian ayam bakar berkisar 

antara tidak terdeteksi hingga 148.1 ng/g sampel (148.1 ppb). Nilai terendah 

didapat pada pembakaran dengan jarak 8 em selama 28 menit dengan bumbu 

7.5% serta jarak 8 em selama 34 menit tanpa menggunakan bumbu. Sedangkan 

nilai tertinggi didapat pada pembakaran dengan jarak 2 em selama 34 menit 

dengan tidak menggunakan bumbu. Nilai maksimum yang dieapai pada penelitian 

ini jauh lebih tinggi dibandingkan batas yang diperbolehkan oleh Uni Eropa . 

Grafik tiga dimensi hubungan antara lama dan jumlah bumbu terhadap 

konsentrasi BAP dalam ayam bakar ditunjukkan pada Gambar 6. 
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Gambar 6. Grafik 3 dimensi hubungan lama pemanasan dan jumlah bumbu terhadap 
konsentrasi BAP ayam bakar. Warna bim menunjukkan nilai minimum BAP 
dan maksimum pada warna kuning dan merah. 

Molekul dibenzo(a,h)antrasen yang ditemukan pada penelitian ayam bakar 

berkisar antara tidak terdeteksi hingga 149.2 ng/g sampel (149.2ppb). Nilai 

terendah didapat pada pembakaran dengan jarak 8 em selama 28 menit dengan 

bumbu 7.5% serta jarak 8 em selama 34 menit tanpa menggunakan bumbu. 

Sedangkan nilai tertinggi didapat pada pembakaran dengah jarak 2 em selama 34 

menit dengan 15% bumbu. Grafik tiga dimensi hubungan antara lama dan jumlah 

bumbu terhadap konsentrasi DBA dalam ayam bakar ditunjukkan pada Gambar 7. 

Total PAH yang ditemukan pada penelitian berkisar antara tidak terdeteksi 

hingga 225.9 ng/g sampel (225.9 ppb). Nilai terendah didapat pada pembakaran 

dengan jarak 8 em selama 28 menit dengan bumbu 7.5% serta jarak 8 em selama 

34 menit tanpa menggunakan bumbu. Sedangkan nilai tertinggi didapat pada 

pembakaran dengan jarak 2 em selama 34 menit dengan 0% bumbu. Grafik RSM 

tiga dimensi hubungan antara lama dan jumlah bumbu terhadap konsentrasi total 

PAH dalam ayam bakar ditunjukkan pada Gambar 8. 

Hasil optimasi dengan menggunakan RSM untuk komponen dan respon di 

atas memberikan nilai optimasi untuk mendapatkan kandungan senyawa 

berbahaya minimum dalam ayam bakar berupa jarak pemanggangan 6.79 em, 

lama pemanasan 28 menit, dan jumlah bumbu 8.69%. Perkiraan respons yang 

dihasilkan dari proses tersebut adalah BAP 8.6 ng/g sampel, DBA 9.0 ng/g 
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sampel, total PAH 1.0 ng/g sampel, nilai Hue 68.79, dan kadar air 54.76 %. Hasil 

verifikasi menunjukkan bahwa dengan proses pemanggangan ayam dengan jarak 

6.79 em, lama pemanasan 28 menit, dan jumlah bumbu 8.69% menghasilkan 

kadar BAP, DBA, dan total PAH yang tidak terdeteksi. 

86 

64.5 

B: Lama Pemanasan 
31 .00 

6.5 
28.00 

A: Jarak Pemanasan 

Gambar 7. Grafik 3 dimensi hubungan lama pemanasan dan jurnlah bumbu terhadap 
konsentrasi DBA ayam bakar. Wama biru menunjukkan nilai minimum DBA 
dan maksimum pada wama kuning dan merah. 
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Gambar 8. Grafik 3 dimensi hubungan lama pemanasan dan jurnlah bumbu terhadap total 
PAH dalam ayam bakar. Wama biru menunjukkan nilai minimum total PAH 
dan maksimum pada wama kuning dan merah. 
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KESIMPULAN 

Validasi metode analisis PAH dilakukan dengan standar benzo(a)piren 

(BAP) dan dibenzo(a,h)antrasen (DBA) dengan menggunakan tandem solid phase 

extraction (tandem SPE) dan HPLC-UV. Linearitas metode (dengan adisi standar 

dalam sampel) yang ditunjukkan dengan nilai R2 pada konsentrasi 0.1 - 10 ug/ml 

(ppm) untuk standar BAP dan DBA berada di atas 0.95. Hasil uji kesesuaian 

sistem menunjukkan nilai RSD di bawah 2% sesuai dengan yang disarankan 

JECFA untuk analisis trace. Limit deteksi instrumen untuk larutan BAP dan DBA 

adalah 0.04 dan 0.03 !!g/mL, sedangkan limit kuantitasinya adalah 0.11 dan 0.09 

!!glmL larutan. Hasil uji recovery pada sampel dengan spiking standar BAP dan 

DBA sebesar 5 ppm adalah 122.55% (BAP) dan 126.02% (DBA). Sementara nilai 

repeatability dari metode untuk BAP dan DBA masing-masing adalah 12% dan 

15%, hasil ini sesuai dengan AOAC. 

Penentuan kombinasi pembumbuan, lama dan jarak pembakaran yang 

didapatkan dengan response surface methodology (RSM) menghasilkan formula 

pernrosesan optimum untuk ikan dan ayam bakar yang memberikan kandungan 

senyawa berbahaya yang minimum. Formula optimum untuk ikan bakar .adalah 

pembakaran dengan jarak pembakaran 7.26 em, lama pemanasan 31.48 menit dan 

jumlah bumbu 7.48%. Sebelum pengaturan ini ikan bakar tanpa pembumbuan 

mempunyai kandungan PAH hingga 193 ng/g sampel. Sementara optimasi untuk 

ayam bakar menghasilkan jarak pembakaran 6.79 em, lama pemanasan 28 menit, 

dan jumlah bumbu 8.69%. Apabila proses ayam bakar dilakukan tanpa 

pembumbuan akan ditemukan PAH total hingga 226 ng/g. 

Hasil verifikasi formula ikan bakar dengan menggunakan kondisi optimum 

di atas menunjukkan kadar BAP, DBA, dan total PAH dalam ikan bakar maupun 

ayam bakar adalah tidak terdeteksi dengan nilai Hue 77.96 dan kadar air 59.6% 

pada ikan bakar, sedangkan pada ayam bakar, nilai Hue 62.21 dan kadar air 

50.62%. 
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