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ABSTRAK : Identifikast merah K3 dalam sediaan perona mata secara LC-MS/M S dilakukan
untuk mengkonfirmasi keberadaannya yang sering kali ditemukan dalam konsentrasi kecil.
Metode spektrofotometeri UV-VIS dan HPLC tidak cukup untuk mengkonfirmasi
keberadaan merah K3 yang dinyatakan positif dengan metode KLT. Optimasi metode
dilakukan pada kondisi spektrometer massa dan sistem kromatografi cair yang berlaku pada
LC-MS/MS sebelum dilakukan proses identifikasi. Hasil optimasi menunjukkan identifikas
merah K3 dengan LC-MS/MS menggunakan teknik ionisasi elektrospray (ESI) dan sistem
Multiple Reaction Monitoring (MRM) pada mode ionisasi negatif. lon prekursor pada m/z
375 dan ion produk pada m/z 204, 80, 140 digunakan untuk identifikasi.

Kata kunci : Merah K3, LC-MS/MS, ESI, MRM, optimasi.

ABSTRACT : Identification of red dye (Cl 15585) using LC-MSMS in eye shadow was
performed to confirm its presence in very low concentrations. The UV-VIS
spectrophotometry and HPLC are not sufficient to confirm the presence of red dye identified
by the TLC. The optimation of the method was carried out under the condition applicable to
LC-MS / MS prior to identification process. Optimation results show that red dye can be
identified with LC-MS/MS using electrospray ionization technique (ESI) and Multiple
Reaction Monitoring (MRM) system under negative ionization mode. The precursor ion at m
/ z 375 and the product ions at m / z 204, 80, 140 are used for identification.
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1. PENDAHULUAN VIS. Merah K3 ditemukan dalam

Peningkatan temuan produk kosmetik
yang mengandung merah K3 berdasarkan
pengawasan BPOM pada semester | tahun
2016 mendorong laboratorium  untuk
mengembangkan metode yang efektif untuk
mendeteksi keberadaan merah K3 pada
produk kosmetik. Merah K3 adalah salah
satu pewarna yang dilarang penggunaannya
karena kekhawatiran terhadap efek samping
karsinogenik yang ditimbulkan. Metode
KLT digunakan untuk skrining awal.
Apabila sampel mempunyai Rf yang sejgjar
dengan baku pembanding, andisis
dilanjutkan dengan spektrofotometer UV-

konsentrasi  kecil sehingga menunjukkan
panjang gelombang yang sama dengan
baku tetapi tidak memberikan serapan yang
maksimal. Analisis juga dilakukan dengan
KCKT dan diperoleh hasil sampel yang
dicurigai memberikan waktu retens yang
sama dengan baku akan tetapi luas puncak
sangat kecil bila dibandingkan dengan
baku. Analisis dengan metode
spektrofotometer UV-VIS dan KCKT tidak
cukup untuk mengkonfimasi keberadaan
merah K3 dalam sampel.
Belum  banyak
dilakukan untuk

penelitian  yang
mengidentifikas
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keberadaan merah K3 dalam produk
kosmetik. Sedangkan untuk zat warna
dilarang lainnya seperti rhodamin B, telah
banyak diteliti keberadaannya pada produk
kosmetik. Identifikas rhodamin B lebih
mudah karena dengan metode KLT apabila
bercak rhodamin B diamati di bawah sinar
UV akan berfluorosens oranye yang sangat
spesifik. Telah dilakukan identifikasi
rhodamin B pada sediaan lipstik (Tangka et
al., 2012) dengan metode KLT dan pada
kosmetik pemerah pipi dan eyeshadow
(Rachmawati et al., 2014) dengan metode
KLT dan KCKT. Analisis kimia dan kgjian
resiko terhadap merah K3 yang dilarang
dalam produk cat wajah dilakukan oleh
Wilhem et al., (2015). Ha ini dilatar
belakangi oleh penggunaan cat wajah untuk
melukis bendera kebangsaan pada wajah
selama piala dunia berlangsung. Metode
analisis yang digunakan untuk identifikasi
adalah KLT, Spektrofotometri UV-VIS,
KCKT, dan *H-NMR, sedangkan untuk uji
kuantitatif menggunakan LC-MSMS.

Berdasarkan latar belakang tersebut,
penelitian kali ini melakukan identifikasi
merah K3 dengan menggunakan LC-
MSMS. Metode andlisis dengan LC-
MSMS menggunakan detektor
spektrometer massa yang menganalisis
senyawa berdasarkan pengukuran bobot
molekul per muatan (mMm/z) dan akan
diperoleh hasil analisis berupa pola
fragmentasi yang spesifik. Oleh karena itu
metode ini diharapkan lebih selektif dan
akurat karena setiagp senyawa memiliki
berat molekul dan fragmentass yang
berbeda. Sediaan kosmetik yang dipilih
untuk diidentifikas adalah perona mata,
karena sebagal pewarna dekoratif beragam
warna yang digunakan untuk mempercantik
lebih banyak bernuansa merah sehingga
dicurigai ada penambahan merah K3 di
dalamnya.

Penelitian  ini  bertujuan  untuk
memperoleh kondis optimum LC-MSMS
yang dapat digunakan untuk
mengidentifikasi merah K3 dalam perona
mata serta dapat memenuhi persyaratan uji
validas metode
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2. PERCOBAAN

Bahan dan peralatan

Bahan-bahan yang digunakan dalam
penelitian ini adalah standar merah K3 (ClI
15585) BPFI, N,N-Dimetil formamid,
Asam ortofosfat, Asam formiat, Metanol,
dan Akuabides.

Alat-alat yang digunakan dalam
penelitian ini adalah labu ukur, pipet
volume, gelas beker, pipet mikro, neraca
analitik, LC-MS/MS Shimadzu type 8030,
kolom Phenomenex Luna C18 dengan
dimensi kolom 4,6 x 150 mm dan ukuran
partikel 3,5 um, kolom Acquity UPLC BEH
dengan dimensi kolom 2,1 x 100 mm dan
ukuran partikel 1,7 um, detektor MS triple
quadropole, penyaring membran 0,2 pum.

Optimasi Kondisi Spektrometer M assa

Optimas awal dilakukan  untuk
mengetahui mode ionisasi yang digunakan.
Proses scanning awa dilakukan pada
guadrupole 1 (Q1) tanpa menggunakan
kolom menggunakan baku standar merah
K3 dengan konsentrasi 10 ppm pada mode
ionisas positif dan negatif. Menggunakan
teknik ionisasi elektrospray (ESI) dan
sistem Multiple Reaction Monitoring
(MRM) akan diperoleh informas nila m/z
dari ion prekursor dan ion produk.
Instrumen LC-MS/M'S Shimadzu type 8030
secara otomatis akan menentukan energi
yang dibutuhkan oleh Q1, Q2, dan Q3
untuk memfragmentasi ion prekursor
menjadi ion produk.

Optimasi Sistem Kromatogr afi Cair

Optimasi dilakukan dengan
menggunakan kolom Phenomenex Luna
C18 dengan diameter 4,6 x 150 mm dan
ukuran partikel 5 pm yang dikondisikan
dengan fase gerak asam formiat 0,2%
dalam air (eluen A) dan asam formiat 0,2%
dalam metanol (eluen B) dengan lgju alir
0,4 pL/menit dan volume penyuntikan 10
ML dengan teknik analisis program binary
gradien yang mana pada menit 107 50%
A, menit 3; 30% A, dan menit 3,01-4; 50%
A.
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Validasi Metode
a. Spesifisitas

Pelarut, larutan matriks sampel, larutan
spiked sampel, dan larutan standar merah
K3 diinjeksikan, kemudian dilihat retention
time dan nila m/z hasil fragmentasi ion
prekursor menjadi ion produk.

b. BatasDeteks (LOD)

Pengukuran LOD dilakukan pada
larutan standar dengan rentang konsentras
0 - 0,458 ppm. Perhitungan batas deteks
dilakukan dengan menggunakan metode
perhitungan berdasarkan simpangan baku
residual.

c. Akuras

Penetapan akuras dilakukan dengan
cara spiking yaitu penambahan baku pada
sampel dengan konsentrasi baku yang
ditambahkan sebesar 1 ppm, kemudian
dihitung % recovery.

d. Press

Nilai presis dinyatakan dengan
repeatability yang  diperoleh  dari
pengukuran luas puncak sebanyak 6 kali
pengulangan pada kondisi yang sama
terhadap larutan standar merah K 3.

e. Linearitas

Penetapan linearitas dilakukan dengan
mengukur luas puncak kromatogram dari
larutan standar merah K3 dengan varias
konsentrasi antara 0,5 — 5 ppm dengan
pengulangan sebanyak 3 kali, sehingga
akan diperoleh diperoleh korelas antara
luas puncak (y) dengan konsentrasi (X)
berupa persamaan garis.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

Optimasi Kondisi Spektrometer M assa
Optimasi spektrometer massa meliputi
mode ionisasi yang digunakan, energi yang
dibutuhkan oleh Q1 untuk memperoleh ion
prekursor yang spesifik, energi yang
dibutunkan oleh collison cell untuk
fragmentasi ion prekursor dan energi yang
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dibutuhkan oleh Q3 untuk memperoleh ion
produk yang spesifik. Kondisi optimum
dari keseluruhan parameter tersebut, yang
ditunjukkan  dengan terdeteks  dan
terfragmentasinya analit dengan baik akan
sangat menentukan keberhasilan
identifikasi selanjutnya sehingga kondisi
tersebut sangat penting untuk dicapai.

Optimas awa dilakukan  untuk
mengetahui mode ionisasi yang digunakan
untuk memberikan fragmentasi dengan
intensitas yang maksimal. Proses scanning
awal dilakukan pada quadrupole 1 (Q1)
menggunakan mode ionisasi positif dan
negatif. Pada optimasi awal dilakukan
tanpa menggunakan kolom, sehingga fase
gerak dialirkan langsung ke detektor.
Optimasi dilakukan dengan menggunakan
standar merah K3 pada konsentrasi 10 ppm.

Hasil optimas menunjukkan bahwa
mode ionisasi negatif memberikan puncak
dengan  intensitas  maksimal pada
fragmentass m/z 375, yang dapat dilihat
pada Gambar 1 (A).
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Gambar 1. Spektra hasil ionisas Merah K3
pada mode ionisas negatif (A) dan ionisasi
positif (B).
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Puncak tertinggi yang muncul pada
mode ionisas positif dengan nila m/z
304,3 (Gambar 1 B) memiliki intensitas
dengan perbandingan sepersepuluh dari
puncak yang muncul pada mode ionisas
negatif dengan nila m/z 375. Ha ini
menunjukkan ionisasi yang maksimal
terjadi pada mode ionisas negatif.

Spektrum massa standar merah K3
menunjukkan puncak yang paling tinggi
intensitasnya pada m/z 375 (Gambar 1A).
Puncak tersebut terjadi karena senyawa
merah K3 dengan berat molekul 888,6
terionisasi dengan cara melepas atom

07 ‘
N=—N
OH

HCOOH

Cl

(BM =8885)

m* ik
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Barium.  Selanjutnya terjadi  proses
deprotonasi pada gugus hidroksil yang
terikat pada cincin naphtalen, yang mana
terjadi proses resonansi yang stabil dan
kuat sehingga melepas 1 (satu) atom
Hidrogen dan diperoleh berat molekul 375
yang identik dengan nilai m/z 375. Merah
K3 dengan berat molekul yang cukup besar
yaitu 888,6 menyebabkan proses ionisas
yang terjadi hanya dengan melepas ikatan
Barium. Proses ionisasi ini dapat dilihat
pada Gambar 2.

— + Ba
N=—N
(BM=137)
OH

(8M =375) (BM =376)

Gambar 2. Prosesionisasi Merah K3

Puncak dengan intensitas tertinggi
yaitu pada m/z 375 tersebut kemudian
ditetapkan sebagai ion prekursor untuk
analisis selanjutnya. Optimas selanjutnya
menggunakan sistem MRM. Teknik ini
mampu memilah-milah fragmentasi dari
ion prekursor secara spesifik sehingga yang

terdeteksi hanya ion produk dengan nilai
m/z tertentu dengan Q1, Q2 dan Q3 pada
posiss on. Secara otomatis alat akan
menentukan energi yang diperlukan untuk
memperoleh fragmentasi dari ion prekursor
menjadi ion produk dengan nila m/z
tertentu yang spesifik. lon dengan nilai m/z
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Gambar 4. Hasil fragmentasi ion prekursor

375 yang telah ditetapkan sebagai ion
prekursor setelah difragmentasi
menghasilkan 3 pecahan ion dengan nilai
m/z 204, 80 dan 140. Nilai m/z 204 dan 80
mempunyai intensitas yang tertinggi. Hasil

fragmentasi ion prekursor dapat dilihat
pada Gambar 3.
Fragmentasi ion prekursor dengan

nilai m/z 375 menjadi m/z 204 diperoleh
dari putusnya ikatan yang bersebelahan
dengan N,. Fragmentas tertinggi kedua
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yaitu pada m/z 80 yang diperoleh dari
lepasnya ion belerang trioksida (SO3).
Fragmentasi terendah dengan nilai m/z 140
diperoleh dari putusnya ikatan yang
bersebelahan dengan N, yang diikuti
dengan penataan ulang gugus hidroksil.
Hasil fragmentasi ion prekursor dapat
dilihat pada Gambar 4. lon prekursor yang
telah ditetapkan dengan nilai m/z 375 di
scan dengan memberikan energi sesuai
dengan manual instrumen untuk
memperoleh ion produk. Energi yang
dibutuhkan berbeda-beda untuk setiap ion
produk yang diperoleh, yang ditentukan
oleh instrumen secara otomatis. Energi
yang dibutuhkan pada proses fragmentas
ion prekursor menjadi ion produk dapat
dilihat pada Tabel 1.

Optimasi Sistem Kromatogr afi Cair
Optimas yang dilakukan pada
sistem kromatografi cair adalah pada
penggunaan kolom dan fase gerak yang
digunakan. Kolom mempunyai peran
penting dalam kromatografi  karena
berfungs untuk memisahkan ion atau
molekul dari suatu larutan. Kolom pertama
yang digunakan untuk optimasi adalah jenis
Phenomenex Luna C18 dengan dimensi
kolom 4,6 x 150 mm dan ukuran partikel
3,5 um. Pemisahan menggunakan kolom
jenis tersebut tidak memberikan hasil yang
optimal karena tidak dapat memisahkan
senyava merah K3 vyang ditunjukkan
dengan tidak adanya puncak yang muncul.
Optimasi  kemudian dilanjutkan
dengan menggunakan kolom  Acquity
UPLC BEH dengan dimensi kolom 2,1 x
100 mm dan ukuran partikel 1,7 pm.
Kolom jenisini juga merupakan kolom C18
akan tetapi memiliki ukuran partikel yang
lebih kecil. Kolom tersebut digunakan
dengan pertimbangan ukuran partikelnya
lebih kecil sehingga akan memberikan luas
permukaan yang jauh lebih besar. Semakin
besar luas permukaan akan meningkatkan
interaksi antara kolom dengan analit yang
melewatinya. Terbukti optimasi
menggunakan  kolom jenis  tersebut
memberikan hasil yang lebih baik, dilihat
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dari munculnya puncak yang terpisah
dengan baik pada menit 1,6. Pemisahan
dengan kolom jenis Phenomenex Luna C18
dan Acquity UPLC BEH dapat dilihat pada
Gambar 5

Optimas  juga dilakukan  pada
komposisi fase gerak yang digunakan. Fase
gerak yang digunakan disesuaikan sifatnya
dengan analit yang akan diidentifikasi.
Asam formiat yang ditambahkan pada fase
gerak metanol dan air digunakan untuk
mengioniasi analit yang akan diidentifikasi.
lonisasi dapat dilakukan pada mode +
(positif) dan — (negatif), yang mana untuk
mode positif ditambahkan sgjumlah kecil
asam formiat untuk membatu terjadinya
protonasi dari molekul sampel sedangkan
untuk mode - (negatif) ditambahkan
sgumlah  kecil larutan basa seperti
ammonia atau amin untuk deprotonasi.
Optimasi awal mengunakan fase gerak
asam formiat 0,2 % dalam metanol (A) dan
asam formiat 0,2 % dalam air (B) dengan
komposisi bergradien (Tabel ).

Tabel 1. Kondisi Optimum Spektrometer
Massa
Nilam/z Q1(V) CE(V) Q3(V)

204 20 26 12
80 20 50 24
140 19 34 14

Tabel 2. Komposisi Fase Gerak Bergradien

% Eluen A (Asam  %Eluen B (Asam
Waktu formiat 0,2 % formiat 0,2 %

(menit) dalam metanol) dalam air)
0,01 50 50
3,00 30 70
301 50 50
4,00 50 50
4,01 STOP
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Gambar 5. Pemisahan dengan kolom jenis Phenomenex Luna C18 (A) dan Acquity UPLC
BEH (B)
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Gambar 6. Hasil pemisahan dengan komposis fase gerak bergradien

Komposisi fase gerak bergradien seperti mendorong senyawa merah K3 yang
ditunjukkan pada Tabel 2, tidak mampu tertahan pada kolom. Spektra massa hasil
memisahkan  senyawa  merah  KS3. pemisahan merah K3 dengan fase gerak

Diperkirakan fase gerak dengan komposisi bergradien dapat dilihat pada Gambar 6.
yang maksimal pada 50 : 50 tidak mampu
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Komposisi fase gerak selanjutnya
ditingkatkan secara bertahap dan diperoleh
hasil pemisahan yang maksimal yang
ditunjukkan dengan puncak yang terpisah
dengan balk pada komposisi fase gerak
dengan perbandingan 9:1. Hasil pemisahan
merah K3 dengan berbagai komposisi fase
gerak dapat dilihat pada Gambar 7.
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4. KESIMPULAN

Kondis optimum instrumen LC-
MSMS untuk identifikass merah K3
menggunakan teknik ionisasi elekirospray
(ESI) dan sistem MRM dengan mode
ionisas negatif. Energi yang diperlukan
berbeda-beda untuk memperoleh
fragmentasi ion prekursor menjadi ion
produk. Metode ini dapat diaplikasikan
untuk identifikas merah K3 pada produk
kosmetik sediaan perona mata yang beredar
di pasaran.
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Gambar 7. Hasil pemisahan Merah K3 dengan variasi komposisi fase gerak A : B
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