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INTISARI

VALIDASI METODE PENETAPAN KADAR VIT B2 DAN VIT B6
MENGGUNAKAN KROMATOGRAFI CAIR KINERJA TINGGI DAN
APLIKASINYA PADA MINUMAN SARI BUAH APEL

Vitamin B2 dan vitamin B6 merupakan nutrisi yang penting bagi kesehatan
yang terkandung dalam buah apel. Konsumsi harian vitamin B2 adalah 50
mg/hari dan vitamin B6 adalah 100 mg/hari. Tujuan penelitian ini untuk
mengetahui banyaknya kandungan vitamin B2 dan B6 dengan Kromatografi Cair
Kinerja Tinggi (KCKT) serta mengaplikasikannya dalam minuman sari buah apel.

Penetapan kadar vitamin B2 dan B6 menggunakan alat KCKT tipe Jasco
yang dilengkapi dengan detektor UV- Vis pada panjang gelombang 280 nm. Fase
gerak yang digunakan yaitu metanol: air: asam asetatglasial dengan perbandingan
20: 80: 1 dan fase diam menggunakan C,g dengan laju alir Iml/menit. Uji validasi
yang dilakukan pada penelitian ini meliputi selektivitas, linieritas, presisi, akurasi,
dan sensitivitas.

Hasil penelitian menunjukkan metode penetapan kadar telah memenuhi
syarat parameter validasi yaitu didapatkan selektivitas yang baik, linieritas dengan
nilai korelasi (r) = 0,998, uji presisi %RSD vitamin B2 sebesar 0,765% dan
%RSD vitamin B6 sebesar 0,659% , akurasi dengan perolehan kembali vitamin
B2 99,364 -99,877% dan perolehan kembali vitamin B6 99,338-101,444%, nilai
LOD & LOQ vitamin B2 sebesar 0,065 & 0,217 dan nilai LOD &LOQ vitamin
B6 0,188 & 0,627. Metode memenuhi syarat validasi dan dapat diaplikasikan pada
penetapan kadar vitamin B2 dan B6 dalam sediaan minuman sari buah apel.

Kata kunci: Vitamin B2, Vitamin B6, KCKT,Validasi



ABSTRACT

VALIDATION METHOD FOR DETERMINING VIT B2 AND VIT B6
LEVELS USING HIGH-PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY
AND ITS APPLICATION IN THE DRINK OF APEL FRUIT

Vitamin B2 and vitamin B6 are essential nutrients for health contained in
apples. Daily consumption of vitamin B2 is 50 mg / day and vitamin B6 is 100 mg
/ day . The purpose of this study was to determine the amount of vitamin B2 and
B6 content with High Performance Liquid Chromatography (HPLC) and to apply
it in apple cider drinks.

Determination of vitamin B2 and B6 levels using Jasco HPLC equipment
equipped with a UV-Vis detector at a wavelength of 280 nm. The mobile phase
used is methanol: water: acetatglacial acid with a ratio of 20: 80: 1 and a
stationary phase using C_18 with a flow rate of 1ml / minute. Validation tests
conducted in this study include selectivity, linearity, precision, accuracy, and
sensitivity.

The results showed that the method of determining the levels had met the
validation parameter requirements which were obtained good selectivity, linearity
with a correlation value (r) = 0.998, the precision test 0f% RSD vitamin B2 of
0.765% and% RSD of vitamin B6 of 0.659%, accuracy with vitamin recovery B2
99,364 -99,877% and recovery of vitamin B6 99,338-101,444%, vitamin B2 LOD
& LOQ values in 0.065 & 0.217 and vitamin B6 LOD & LOQ values 0.188 &
0.627 The method meets the validation requirements and can be applied to the
determination of vitamin B2 and B6 LOD values in 0.065 & 0.217 and vitamin B6
LOD & LOQ values 0.188 & 0.627. The method meets the validation
requirements and can be applied to the determination of vitamin B2 and B6 levels
in the preparation of 0.065 & 0.217. Apple cider drinks.

Keywords: Vitamin B2, Vitamin B6, HPLC, Validation
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BAB |I. PENDAHULUAN
A. Latar Belakang

Vitamin B2 (riboflavin) banyak berperan penting dalam metabolisme
ditubuh manusia vitamin ini berperan dalam pembentukan molekul steroid, sel
darah merah, dan glikogen serta menyokong pertumbuhan berbagai organ tubuh
seperti  kulit, rambut, dan kuku (Permana, 2018). Dampak dari
defisiensi/kekurangan dari vitamin B2 yaitu sudut mulut pecah-pecah, lidah
tampak merah dan licin, gampang lelah, kulit bersisik, sariawan, gampang
kesemutan.

Vitamin B6 (piridoksin) diperlukan dalam beberapa proses metabolisme,
tubuh membutuhkan vitamin B6 untuk perkembangan otak selama masa
kehamilan serta fungsi kekebalan tubuh (Maritha, 2018). Dampak dari
defisiensi/kekurangan dari vitamin B6 yaitu kurang nafsu makan, gampang lelah,
kram otot, luka pada gusi dan lidah.

Ariani dkk., (2015) melakukan beberapa penelitian yaitu menggunakan
spektrofotometri UV untuk menganalisis kafein dan vitamin B6 secara simultan
dalam minuman berenergi. Yanith menganalisis kadar vitamin B1, B2, B3 dan B6
dalam sediaan sirup dengan metode eluasi isokratik KCKT. Penelitian berikutnya
adalah penentuan Vitamin Bl, B6, B12 dalam sediaan Kapsul dengan
Kromtografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT), diperoleh hasil bahwa validasi
beberapa parameter seperti presisi, akurasi, dan linieritas telah memenuhi
persyaratan analisis.

Budiarti dan Herdiyanti (2018) melakukan validasi metode penetapan kadar

INH dan vit B6 menggunakan kromatografi cair kinerja tinggi (KCKT) serta



aplikasinya dalam sediaan sirup tuberkulosis. Pengembangan metode
menggunakan KCKT Jasco dengan detektor UV-Vis. Fase diam adalah C18 dan
fase gerak berupa campuran dapar fosfat dan asetonitril (75:25 v/v) dengan waktu
alir 1,2 ml/menit pada panjang gelombang 280 nm.

Pagama dkk., (2015) Pada penelitian ini digunakan KCKT detektor UV
dengan sistem elusi gradien dimana komposisi fase gerak berubah selama proses
pengukuran berlangsung. Fase gerak yang digunakan adalah dapar fosfat 10mM
ph 4,5 (A) dan campuran dapar fosfat : asetonitril, 7:3 (B). Sebagai fase diam
digunakan kolom Atlantis T3 C18 (4,6 mmx 150 mm), 5um. Suhu oven 35°C,
dengan laju alir 0,5 ml/menit dan volume penyuntikan 20 pl. Detektor UV diset
pada panjang gelombang 290 nm untuk pengukuran piridoksin HCL, 280 untuk
asam folat dan 270 nm untuk riboflavin.

Menurut Farmakope Indonesia Edisi 1V (1995) piridoksin dapat ditetapkan
kadarnya secara KCKT menggunakan fase gerak campuran asam asetat glasial P,
1,2 g natrium 1-heksanasulfonat P dan lebih kurang 1400 ml air dalam labu takar
2000 ml dan dideteksi dalam panjang gelombang 280 nm.

Berdasarkan latar belakang diatas maka dilakukan penelitian tentang
validasi metode penetapan kadar vitamin B2 dan vitamin B6 menggunakan KCKT

dan aplikasinya pada minuman sari buah apel.



B. Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang masalah tersebut, maka dapat dirumuskan

rumusan masalah dalam penelitian ini adalah :

1. Apakah validasi metode penetapan kadar vitamin B2 dan vitamin B6
menggunakan fase gerak campuran methanol: air : asam asetat glasial (10: 90:
1) dapat memenuhi persyaratan selektivitas, linieritas, presisi, akurasi, dan
sensitivitas?

2. Apakah metode yang telah divalidasi dapat diaplikasikan dalam penetapan
kadar vitamin B2 dan vitamin B6 pada sediaan sari buah apel?

3. Apakah kadar vitamin B2 dan vitamin B6 dalam sediaan minuman sari buah
apel memenuhi standart yang ditetapkan oleh BPOM maksimal 50 mg dan 100

mg perhari ?

C. Tujuan Penelitian
Berdasarkan rumusan masalah diatas, maka tujuan penelitian adalah sebagai
berikut:

1. Melakukan metode penetapan kadar vitamin B2 dan vitamin B6
menggunakan KCKT dengan fase diam C18 dan fase gerak methanol: air:
asam asetat glasial (10: 90: 1).

2. Mengaplikasikan metode validasi KCKT pada sediaan minuman sari buah
apel.

3. Mengetahui kadar vitamin B2 dan vitamin B6 dalam sediaan minuman sari
buah apel dan kesesuaianya dengan standar yang telah ditetapkan BPOM

maksimal 50 mg perhari.



D. Manfaat Penelitian
Manfaat penelitian ini adalah sebagai media sumber pengetahuan ilmu baru
dan memberikan informasi kepada masyarakat tentang penetapan kadar vitamin
B2 dan vitamin B6 dan pengaplikasiannya pada sediaan minuman sari buah apel

menggunakan KCKT.

E. Tinjauan Pustaka
1. Vitamin B2 dan Vitamin B6

Vitamin B2 mempunyai rumus molekul C,,H,,N,0, dengan berat
molekul 376,37. Nama lain atau nama kimia vitamin B2 yaitu riboflavin.
Pemeriaan vitamin B2 berupa serbuk hablur , kuning jingga, bau lemah,
melebur pada suhu lebih kurang 280° vitamin B2 sangat sukar larut dalam
air, dalam etanol dan dalam larutan natrium klorida 0,9% sangat mudah larut
dalam larutan alkali encer tidak larut dalam eter dan dalam kloroform.

Menurut aturan BPOM Nomor HK.00.05.23.3644. yaitu dalam

sehari penggunaan maksimal vitamin B2 adalah 50 mg.

HHH
Hy—O—O— O—CH,OH
TzllHli ?

CHs, I”\ -0
CH;3 -z /Ell

i

0

Gambar 1. Struktur Kimia Vitamin B2 ( Depkes, 1995)

Vitamin B6 mempunyai rumus molekul Cg H;;NO;HCL dengan

berat molekul 205,64. Nama lain atau nama kimia dari vitamin B6 adalah



Piridoksin Hidroklorida. Pemerian vitamin B6 hablur atau serbuk hablur
putih atau hampir putih, stabil di udara, secara perlahan-lahan dipengaruhi
oleh cahaya matahari, mudah larut dalam air, sukar larut dalam etanol, tidak
larut dalam eter.

Menurut aturan BPOM Nomor HK.00.05.23.3644. yaitu dalam

sehari penggunaan maksimal vitamin B6 adalah 100 mg .

HO OH
/
\ N

Gambar 2. Struktur Kimia Vitamin B6 ( Depkes, 1995)

HO

2. Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT)

Kromatografi didefinisikan sebagai prosedur pemisahan zat terlarut
oleh suatu proses migrasi diferensial dinamis dalam system yang terdiri dari
dua fase atau lebih, salah satu diantaranya bergerak secara berkesinambungan
dalam arah tertentu dan di dalamnya zat-zat itu menunjukkan perbedaan
mobilitas disebabkan adanya perbedaan dalam adsorpsi, partisi, kelaruta,
tekanan uap, ukuran molekul atau kerapatan muatan ion. Dengan demikian
masing-masing zat dapat diidentifikasi atau ditetapkan dengan metode
analitik (Depkes, 1995).

Kromatografi adalah teknik pemisahan fisik suatu campuran zat-zat
kimia (analit) yang berdasarkan pada perbedaan migrasi/ distribusi masing-

masing komponen campuran yang terpisah pada fase diam ( stationary phase)



dibawah pengaruh fase gerak ( mobile phase), fase gerak dapat berupa gas
atau zat cair dan fase diam dapat berupa zat padat (Susanti & Dachriyanus,
2017).

Kemajuan dalam teknologi kolom,sistem pompa tekanan tinggi, dan
detector yang sensitif telah menyebabkan perubahan kromatografi kolom cair
menjadi suatu sistem pemisahan dengan kecepatan dan efisiensi yang tinggi.
Metode ini dikenal sebagai kromatografi cair kinerja tinggi (KCKT) (Depkes,
1995).

KCKT dapat dipandang sebagai pelengkap kromatografi gas, Dalam
banyak hal kedua teknik ini dapat digunakan untuk memperoleh efek
pemisahan yang sama membaiknya. Bila derivatisasi diperlukan pada KG,
namun pada KCKT zat-zat yang tidak diderivatisasi dapat dianalisis. Untuk
zat-zat yang labil pada pemanasan atau tidak menguap, KCKT adalah pilihan
utama. Namun demikian bukan berarti KCKT menggantikan KG, tetapi akan
memainkan peranan yang lebih besar bagi para analis laboratorium (Putra,
2004).

KCKT menawarkan beberapa keuntungan disbanding dengan
kromatografi cair klasik, antara lain (Putra, 2004):

. Cepat
Waktu analisis umumnya kurang dari 1 jam. Banyak analisis yang dapat
diselesaikan sekitar 15-30 menit. Untuk analisis yang tidak rumit

(uncomplicated), waktu analisis kurang dari 5 menit bisa dicapai.



b. Resolusi
Berbeda dengan kromatografi gas, kromatografi cair mempunyai dua rasa
dimana interaksi selektif dapat terjadi pada kromatografi gas, gas yang
mengalir sedikit berinteraksi dengan zat padat pemisahan terutama dicapai
hanya dengan fase diam. Kemampuan zat padat berinteraksi secara selektif
dengan fase diam dan fase gerak pada KCKT memberikan parameter
tambahan untuk mencapai pemisahan yang diinginkan.

c. Sensitivitas detektor
Detector absorbs UV yang biasa digunakan dalam KCKT dapat mendeteksi
Kadar dalam jumlah nanogram (10-9 gram) dari bermacam-macam zat.

d. Kolom yang dapat digunakan kembali

Berbeda dengan kolom kromatografi klasik, kolom KCKT dapat digunakan

kembali (reusable).

e. ldeal untuk zat bermolekul besar dan berionik

Zat-zat yang tidak bisa dianalisis dengan KG karena kapasitas rendah,
biasanya diderratisasi untuk menganalisis spesies ionic. KCKT dengan tipe

eksklusi dan penukar ion ideal sekali untuk menganalisis zat-zat tersebut.

f. Mudah recovery sampel

Umumnya setektor yang digunakan dalam KCKT tidak menyebabkan

destruktif (kerusakan) pada komponen sampel yang diperiksa, oleh karena



itu komponen sampel tersebut dapat dengan mudah dikumpulkan setelah

melewati detektor.

Kelemahan Spektrofotometer Ultra-violet dan Sinar Tampak dalam

analisis kualitatif adalah kurang teliti. Hal tersebut disebabkan karena pita-

pita absorpsi yang diperoleh melebar, dengan demikian kurang khusus atau

terbatas pemakaiaannya (Triyati, 1985).

Instrumen KCKT terdiri dari beberapa bagian yaitu :

a.

Wadah fase gerak

Berfungsi sebagai tempat atau persediaan fase gerak.

Pompa

Merupakan suatu alat yang berfungsi untuk menjamin proses
penghantaran fase gerak berlangsung secara tepat, reproduksi,
konstan, dan bebas dari gangguan (Harmita, 2004)

Injektor

Injektor berfungsi untuk memasukkan sampel kedalam kolom pada
saat pengisian sampel. Sampel-sampel cair dan larutan disuntikkan
secara langsung ke dalam fase gerak yang mengalir di bawah tekanan
menuju kolom dan kelebihannya akan masuk ke pembuangan.

Kolom

Kolom berfungsi untuk memisahkan masing-masing komponen.
Terdapat dua jenis kolom dalam KCKT yaitu kolom konvensional dan

kolom microbar (Harmita, 2004)



Kolom adalah jantung kromatografi. Berhasil atau gagalnya suatu
analisis tergantung pada pemilihan kolom dan kondisi percobaan yang
sesuai (Putra, 2004).

e. Detektor

Suatu detector dibutunkan untuk mendeteksi adanya komponen
sampel di dalam kolom ( analisis kualitatif) dan menghitung kadarnya
(analisis kuantitatif). Detektor yang baik memiliki sensitifitas yang
tinggi, gangguan (noise) yang rendah, Kisar respons linier yang luas,

dan memberi respons untuk semua tipe senyawa (Putra, 2004).

f.  Komputer atau integrator
Komputer atau integrator berfungsi untuk mengumpulkan data yang
dihubungkan dengan detector. Alat ini mengukur sinyal elektronik
yang dihasilkan oleh detector lalu memplotkan sebagai suatu

kromatogram (Harmita, 2004).
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Gambar 3. Skema komponen KCKT



3.

a.

Validasi

Validasi metoda analisis merupakan proses yang dilakukan melalui
percobaan laboratorium dimana karakteristik dari suatu prosedur memenuhi
persyaratan untuk aplikasi analisis (Thirunarayanan & S. Manikandan,
2014).Validasi adalah proses yang menunjukkan atau mengkonfirmasi
karakteristik kinerja dari suatu metode analisis (AOAC, 2013). Beberapa
parameter analisis yang harus dipertimbangkan dalam validasi metode
analisis diuraikan dan didefinisikan sebagaimana cara penentuannya

(Harmita, 2004).

Selektivitas (Spesifisitas)

Selektivitas merupakan nilai retensi relative tiap komponen oleh fase
diam (Susanti & Dachriyanus, 2017). Selektivitas atau spesifitas suatu
metode adalah kemampuannya yang hanya mengukur zat tertentu saja secara
cermat dan seksama dengan adanya komponen lain yang mungkin ada
dalam matriks sampel (Gandjar & Rohman 2007). Metode yang dilakukan
terhadap sampel yang mengandung bahan yang ditambahkan berupa
cemaran, hasil urai, senyawa sejenis, senyawa asing lainnya, dan
dibandingkan terhadap hassil analisis sampel yang tidak mengandung bahan
lain yang ditambahkan.

Selektivitas metode ditentukan dengan membandingkan hasil analisis
sampel yang mengandung cemaran, hasil urai, senyawa sejenis, senyawa
asing lainnya atau pembawa placebo dengan hasil analisis sampel tanpa

penambahan bahan-bahan tadi.
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b. Linieritas dan Rentang

Linieritas adalah kemampuan metode analisis yang memberikan
respon yang secara langsung atau dengan bantuan transformasi matematik
yang baik, proporsional terhadap konsentrasi analit dalam sampel. Rentang
metode adalah pernyataan batas terendah dan tertinggi analit yang sudah
ditunjukkan dapat ditetapkan dengan kecermatan, keseksamaan, dan
linieritas yang dapat diterima.

c. Keseksamaan (precision)

Kecermatan adalah ukuran yang menunjukkan derajat kedekatan hasil
analisis dengan kadar analit yang sebenarnya. Kecermatan dinyatakan
sebagai persen perolehan kembali (recovery) analit yang ditambahkan.
Untuk mencapai kecermatan yang tinggi dapat dilakukan dengan cara
menggunakan peralatan yang telah dikalibrasi, pereaksi dan pelarut yang
baik, pengontrolan suhu, pelaksanaanya yang cermat, taat asa sesuai
prosedur.

d. Rentang penerimaan akurasi atau recovery berdasarkan Gandjar dan
Rohman (2007) adalah sebesar 95-105%. Terdapat beberapa sumber yang
menyatakan rentang akurasi yang beragam. Rentang akurasi yang
dimaksud tersebut menerangkan semakin kecil zat yang dianalisis maka
akan semakin besar pula rentang akurasi dan berlaku pula sebaliknya
semakin besar zat yang dianalisis maka akan semakin kecil pula rentang

penerimaan akurasinya.
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e. Sensitivitas (kepekaan)

Batas deteksi (LOD) merupakan konsentrasi paling rendah dalam
sampel yang masih terdeteksi, tetapi tidak selalu bisa dikuantifikassi. LOD
merupakan batas uji yang secara spesifik menyatakan apakah analit berada
diatas atau dibawah nilai tertentu. Batas nilai kuantitasi (LOQ) vyaitu
konsentrasi analit paling rendah pada sampel yang ditentukan dengan
presisi dan akurasi yang bisa diterima pada kondisi operasional metode
yang digunakan. LOD dan LOQ diekspresikan sebagai konsentrasi (Ganjar
dan Rohman, 2007). LOD dan LOQ bisa dihitung secara statistic dengan

regresi linier dan kurva kalibrasi.

Sari Buah Apel

Apel merupakan buah yang bermanfaat bagi tubuh manusia. Apel
merupakan buah yang kaya kandungan quercetin yang merupakan salah satu
flavonoid yang dipercaya dapat melindungi tubuh dari beberapa penyakit
degeneratif dengan mencegah proses peroksidasi lemak (Anggun, 2014).

Apel merupakan salah satu buah yang digemari oleh masyarakat
Indonesia rata - rata konsumsi apel di Indonesia hingga 1,1 kg perkapita
pertahun menurut Badan Pusat Statistik tahun 2006 sehingga apel selain
dikonsumsi secara langsung apel dapat dikonsumsi dengan cara lain yaitu
dengan dibuat minuman berupa sari buah apel (Hanifah, 2006).

Penurunan kadar vitamin karena saat pembuatan sari apel

menggunakan pemanasan. Kerusakan vitamin juga terjadi karena kontak
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bahan oleh logam saat penyaringan dan pembilasan sari apel. Penyimpanan
dan sinar matahari juga dapat merusak vitamin karena sifat dari vitamin
yaitu rentan terhadap sinar matahari (Wahono, 2014). Batas maksimal
vitamin B2 dan vitamin B6 yaitu 50 mg/hari dan 100 mg /hari.(BPOM Rl,

2004).

F. Landasan Teori

Budiarti dan Herdiyanti (2018) melakukan validasi metode
penetapan kadar INH dan vit B6 menggunakan kromatografi cair kinerja
tinggi (KCKT) serta aplikasinya dalam sediaan sirup tuberkulosis.
Pengembangan metode menggunakan KCKT Jasco dengan detektor UV-
Vis. Fase diam adalah C18 dan fase gerak berupa campuran dapar fosfat
dan asetonitril (75:25, v/v) dengan waktu alir 1,2 mL/menit pada panjang
gelombang 280 nm.

Pagama dkk., (2015) Pada penelitian ini digunakan KCKT detektor
UV dengan sistem elusi gradien di mana komposisi fase gerak berubah
selama proses pengukuran berlangsung. Fase gerak yang digunakan adalah
dapar fosfat 10 mM pH 4,5 (A) dan campuran dapar fosfat : asetonitril, 7:3
(B). Sebagai fase diam digunakan kolom Atlantis T3 C18 (4,6 mm x 150
mm), 5 um. Suhu oven 35 °C, dengan laju alir 0,5 mL/menit dan volume
penyuntikan 20 pL. Detektor UV diset pada panjang gelombang 290 nm
untuk pengukuran piridoksin HCI, 280 untuk asam folat dan 270 nm untuk

riboflavin.
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Menurut Farmakope Indonesia Edisi 1V (1995) , vitamin B6 dapat
ditetapkan kadarnya secara KCKT menggunakan fase gerak campuran
asam asetat glasial P, 1,2 g natrium 1-heksanasulfonat P dan lebih kurang
1400 ml air dalam labu takar 2000 ml dan dideteksi dalam panjang

gelombang 280 nm.

G. Hipotesis

1. Validasi metode penetapan kadar vitamin B2 dan vitamin B6
menggunakan KCKT dengan fase diam C18 dan fase gerak methanol:
air: asam asetatglasial ( 10: 90: 1).

2. Metode yang telah divalidasi dapat diaplikasikan untuk penetapan kadar
vitamin B2 dan vitamin B6 pada minuman sari buah apel.

3. Kadar vitamin B2 dan vitamin B6 dalam sediaan minuman sari buah

apel yang dilakukan sesuai dengan standar ketetapan BPOM.
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BAB Il. METODE PENELITIAN

A. Bahan dan Alat yang Digunakan
1. Bahan

Bahan — bahan yang digunakan adalah sampel minuman sari apel kemasan
“brand x “, bahan baku pembanding adalah vitamin B2 (riboflavin), vitamin B6
(piridoksin hcl), water for injection (WFI), asam asetat glasial, methanol, Naoh,
dan aquadest.

2. Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah seperangkat KCKT
(Jazco) terdiri dari pompa (PU 2080 plus), kolom C18 Lichosper 100 RP — (100
mm X 4,6 mm ID, 5um), detektor UV (2070 plus) dan pengolahan data komputer
(Ezchrom elite), spektrofotometer UV-Vis (1080 Shimadzu), syringe (Hamilton),
pH meter (Handylab), timbangan analitik (Ohaus), penyaring eluen (Whatman),
Digital Ultrasonic Cleaner (Jeken), mikropipet (Socorex),alat-alat gelas yang
lazim digunakan di Laboratorium Kimia Farmasi Fakultas Farmasi Universitas

Wahid Hasyim Semarang.

B. Jalannya Penelitian

1. Pembuatan Larutan Stok Vitamin B2 dan Vitamin B6

Baku pembanding vitamin B2 ditimbang seksama sejumlah 100 mg.
Vitamin B2 dimasukkan kedalam labu takar 100 ml, ditambahkan beberapa tetes
Naoh 0,1 N sampai larut. Vitamin B2 dilarutkan dengan fase gerak methanol,air

dan asam asetat glasial sampai tanda batas sehingga diperoleh 1000 ppm. Larutan
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diultrasonifikasi selama 15 menit, dan disaring dengan membran penyaring nylon
0,45 pum.

Baku pembanding vitamin B6 ditimbang seksama sejumlah 100 mg.
Vitamin B6 dimasukkan kedalam labu takar 100 ml. Vitamin B6 dilarutkan
dengan fase gerak methanol,air dan asam asetat glasial sampai tanda batas
sehingga diperoleh 1000 ppm. Larutan diultrasonifikasi selama 15 menit, dan

disaring dengan membran penyaring nylon 0,45 pm.

2. Penentuan Panjang Gelombang Maksimal

Optimasi panjang gelombang menggunakan spektrofotometer UV.Larutan
standar vitamin B2 dan B6 konsentrasi 20 pg/ml dalam fase gerak metanol: air:
asam asetat glasial (10: 90: 1 v/v/v) di scanning pada panjang gelombang antara
200-400 nm, selanjutnya dipilih panjang gelombang yang optimal. Penelitian
yang dilakukan (Ariani dkk, 2015) menyebutkan bahwa panjang gelombang

maksimal vitamin B2 dan B6 adalah 280 nm.

3. Optimasi Fase Gerak

Optimasi komposisi fase gerak terdirir dari campuran metanol: air: asam
asetat glasial dengan perbandingan metanol: air: asam asetat glasial (15: 85: 1
v/viv), metanol : air : asam asetat glasial ( 20: 80: 1 v/v/v), metanol: air: asam
asetat glasial (10: 90: 1 v/v/v). Selanjutnya dipilih perbandingan fase gerak yang

memberikan data yang optimal. Laju alir yang digunakan adalah 1,0 mL/ menit.
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4. Pembuatan Fase Gerak

Fase gerak dari campuran metanol, air dan asam asetat glasial dengan
perbandingan (10: 90: 1). Untuk membuat 250 ml diambil 24,7 ml metanol
dimasukkan labu takar 250 ml kemudian ditambahkan air 222,7 ml dan asam

asetat glasial 2,4 ml. Campuran diultrasonifikasi selama 15 menit.

5. Pembuatan Kurva Baku

Larutan stok baku vitamin B2 dan vitamin B6 konsentrasi 1000 pg/mi
vitamin B2 dipipet 2, 4, 6, 8, 10, 12 ul dan vitamin B6 dipipet 5, 10, 15, 20, 25,
30 pl dimasukkan ke dalam labu takar 10 mL. Masing-masing labu takar
ditambahan fase gerak sampai tanda batas dan kocok hingga homogen sehingga
diperoleh konsentrasi vitamin B2 0,2, 0,4, 0,6, 0,8, 1, 1,2 pg/ml dan vitamin B6
0,5,1,1,5,2, 25,3 pg/ml.

Kemudian masing-masing larutan disaring dengan membran nylon 0,45
pm, dan diinjeksikan ke sistem KCKT dengan volume penyuntikan 20 pl
dideteksi pada panjang gelombang 280 nm dengan laju alir 1,0 mL/menit.Hasil

kromatogram dihitung persamaan regresi liniernya.

6. Validasi

a. Uji selektivitas (spesifisitas)
Berdasarkan kromatogram dapat dilihat apakah puncak analit vitamin
B2 dan vitamin B6 dan komponen lain dalam minuman terpisah sempurna.

Selektifitas dapat ditentukan nilainya dengan rumus :
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_ (Trz2-Tr1)
w1+ W2

Keterangan :

R = resolusi

t.;=waktu retensi puncak pertama
t.,=waktu retensi puncak kedua
W1=lebar dasar puncak pertama

W2=lebar dasar puncak kedua
b. Uji Linieritas
Persamaan regresi linier yaitu Y = bx + a. Uji linieritas dilakukan

dengan cara (Miller dan Miller, 2005). Larutan stok baku vitamin B2 dan
vitamin B6 dengan konsentrasi 0,2, 0,4, 0,6, 0,8, 1, 1,2 pug/ml dan 0,5, 1,
1,5, 2, 2,5 3 pg/ml disaring dengan membrane syringe 0,45uL lalu
diinjeksikan sebanyak 20 pL ke alat KCKT. Luas area vitamin B2 dan
vitamin B6 yang diperoleh setiap konsentrasinya dibuat persamaan linier
dan dihitung koefisien relasinya. Uji dilakukan pengulangan sebanyak 3 kali
setiap konsentrasinya. Persamaan regresi yang baik digunakan untuk
menetapkan suatu kadar zat.

c. Uji presisi (Ketelitian)

Larutan yang mengandung vitamin B2 0,4 pg/mL dan vitamin B6
1ug/MI disaring dengan membran penyaring 0,45 pm di injeksikan sebnyak
20 pL ke alat KCKT pada kondisi optimum. Didapatkan luas area, waktu
retensi dan tinggi puncak vitamin B2 dan vitamin B6 dicatat Percobaan

direplikasi sebanyak 6 kali untuk masing-masing kadar.
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Uji presisi dilakukan dengan menentukan parameter RSD (Relative
Standart Deviasi) dengan rumus sebagai berikut ( Gandjar &

Rohman,2007):
RSD =2 X 100%

Keterangan :
RSD = Standar Deviasi Relatif

SD = Standar Deviasi
X = Kadar rata-rata sampel

d. Uji Akurasi ( Ketepatan)

Akurasi dilakukan dengan metode penambahan baku (standart addition
method) melalui uji perolehan kembali pada sampel yang ditambah baku
pembanding dengan konsentrasi meliputi 80%, 100%, dan 120% yaitu 168
ppm, 210 ppm , 252 ppm dari kadar vitamin B2 dan vitamin B6. Masing-
masing larutan disaring menggunakan membran penyaring 0,45 pm
kemudian diinjeksikan sebanyak pL ke alat KCKT dan dibaca serapannya
pada panjang gelombang 280 nm dengan laju alir 1 mL/menit. Masing-
masing konsentrasi direplikasi sebanyak 3 kali.

Perolehan kembali dihitung dengan cara membandingkan jumlah
vitamin B2 dan vitamin B6 untuk masing-masing penambahan baku
terhadap kadar vitamin B2 dan vitamin B6 yang ditambahkan. Perhitungan
perolehan kembali (% recovery) ditetapkan dengan rumus (Gandjar &

Rohman 2007) :
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% perolehan kembali = %X 100%

Keterangan :
A = Konsentrasi sampel setelah penambahan bahan baku
B = Konsentrasi sampel sebelum penambahan bahan baku

C = Konsentrasi bahan baku yang ditambahkan

e. Uji sensitivitas

Kepekaan dapat diukur dengan nilai limit deteksi (LOD) dan batas
kuantitatif (LOQ). Nilai LOD merupakan batas deteksi suatu analit, kadar
terkecil analit dalam sampel yang dapat terdeteksi dan masih memberikan
respon berbeda dengan respon blanko. Nilai LOD diperoleh dari persamaan
Y = Ya + 3Sh. Nilai LOQ diperoleh dari persamaan Y = Ya + 10 Sh. LOQ
merupakan kuantitas terkecil dalam sampel yang masih dapat menunjukkan
pengukuran secara teliti dan tepat. Semakin kecil nilai LOD dan LOQ maka
semakin sensitif pula suatu metode.

7. Penetapan Kadar vitamin B2 dan vitamin B6 dalam Sari Buah Apel

Sampel minuman diambil 1 ml dimasukkan ke dalam labu takar 10 ml
dan dilarutkan dengan fase gerak sampai tanda. Larutan selanjutnya
disentrifugasi 600 ppm selama 10 menit. Sampel minuman disaring dengan
nylon 0,45 pum. Sampel kemudian diinjeksikan ke instrumen KCKT pada

panjang gelombang 280 nm dengan kecepatan elusi 1 ml/menit.
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BAB IV. KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian maka dapat disimpulkan bahwa :

1. Metode penetapan kadar vitamin B2 dan vitamin B6 menggunakan
KCKT dengan fase diam C18 dan fase gerak berupa campuran metanol:
air: asam asetatglasial ( 20: 80: 1 v/v/v), memenuhi persyaratan
selektivitas, linieritas, presisi, akurasi, dan sensitivitas.

2. Metode penetapan kadar vitamin B2 dan vitamin B6 dapat diaplikasikan
pada sediaan minuman sari buah apel.

3. Kadar vitamin B2 dan vitamin B6 dalam sampel memenuhi syarat yang

ditetapkan BPOM yaitu 50 mg/saji dan 100 mg/saji.

B. Saran
Perlu dilakukan lebih lanjut mengenai penetapan kadar vitamin B2
dan B6 dengan metode KCKT menggunakan fase gerak dan fase diam yang

berbeda serta bentuk sediaan lainnya.
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