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ABSTRAKK

VitaminKCKadalahWitaminKarutkairk/angKdiperlukankKdalamkberbagaiK
prosesKliKlalamKubuh.®/itaminkCKidakKlisintesisKliKlalamKubuhkKnanusia,K
olehKkarenakitu,KdiperlukanKiambahankdariKuarktubuh.KKVitaminKCKdosiskK
tinggiktelahKbanyakKdiindikasikanKuntukKmenjagaKsistemKimun,KmenjagaK
kesehatan,KdanKsuplemenKkebutuhanKvitamin.KKEfisiensiKpenggunaanK
vitaminKCKdosisKtinggiKbelumKdiketahuiKdenganKpasti. KKPeningkatanK
konsumsiKnenyebabkankpeningkatankekskresiknelaluikirin. KPenelitianKniK
ditujukanKuntukkKmemvalidasiKmetodeKdanKmelihatKterjadinyaKperubahanK
waktukparuh.KRelawanKlalamkoenelitianKnikadalahkseorangKvanitakerusiaK
21Kahun.KRelawankKnenerimaksediaanKitaminkKCK00Kng. KKemudianKirinK
ditampungkpadakmenitkke-100,K120,K150,K180,K210,K240,K270,K330,K400,K
460,K520,KdanK600.KKMetodeKanalisisKkyangKdigunakanKadalahKmetodeK
spektrofotometriK UV-VisK denganK menggunakanK 2,4-dinitrofenilhidrazinK
sebagaiKpereaksi.KKMetodeKiniKmengukurKtotalKvitaminKC,KyaituKasamK
askorbatKlanKentukKeroksidasinya,kasamKiehidroaskorbat. K&V aktukbaruhK
vitaminKCKyangKdiberikanKpadaKdosisKtinggiKlebihKpendekKdibandingkanK
dengankvaktukaruhKitaminkCkKangKiiberikankadaklosiskendah.K
KataK Kunci:K asamK askorbat,K asamK dehidroaskorbat,K vitaminK C,K

spektrofotometri,K 2,4-dinitrofenilhidrazin,K validasi,K waktuK
paruhK
ixKeK62KIm; Kbr; Kab;KamK
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ABSTRACT

VitaminKCKiskaKwater-solubleKvitaminkthatKiskessentialkforKvariousK
bodykorocesses.W/itaminkKCKsKotkynthesizedKnKhiumankody. K herefore,K
humanKneedsKdietaryKintakeKofKvitaminKC.KKHighKdoseKpreparationsKofK
vitaminKCKhasKbeenKindicatedKtoKmaintainKimmunity,Khealth,KandKasKaK
supplementKorKitaminkKCkKieeds. KT helkefficiencykofkighKlosekofitaminkKCK
hasKnotKbeenKwellKaccompanied.KKlncreasingkamountKofKconsumptionK
causedHKncreasingkamountkexcretedknkurine. KK hiskstudyKvasKntendedKoK
validatektheKmethodKandktokobservekheKalterationKinKvitaminKCKhalf-life. KK
VolunteerKusedKinKthisKstudyKisKaKK21-year-oldKkwoman.KKVolunteerK
consumedkpreparationkcontainingkb00KngkofkitaminkC. KUrinekspecimensK
werekeollectedkatki 00,KI 20,KI50,KI80,K10,K240,K270,K330,K00,K60,K620,K
andK 600K minutesK afterK administration. KK TheKanalysisK methodK wasK
spectrophotometryKUV-VisKisingk,4-dinitrophenylhydrazine K hisknethodK
determinesK totalK vitaminK C,K ascorbicK acidK andK itsK oxidizedK form,K
dehydroascorbickacid. KA dmisnistrationkofkhighkdosekoflitaminkKCKcausedK
shorterkoalf-lifeKkhankadministrationkflsmallkioseOfitaminkC.K

K
KeyK Words:K ascorbicK acid,K dehydroascorbicKk acid,K vitaminK C,K

spectrophotometry,K 2,4-dinitrophenylhydrazine K validate,K
half-lifeK
ixKe K620 g; Koic; Kab;encK
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BAB |

PENDAHULUAN

A. LATAR BELAKANG

Vitamin adalah senyawa organik yang diperlukan tubuh dalam jumlah
kecil untuk melakukan berbagai proses metabolisme. Vitamin ada yang
disintesis di dalam tubuh. Akan tetapi, jumlahnya hanya sedikit, sehingga
diperlukan tambahan dari luar tubuh.

Kekurangan vitamin dapat terjadi pada diet atau pola makan yang
kurang mencukupi, atau dapat terjadi pada saat terjadi peningkatan
kebutuhan akan vitamin, misalnya pada masa kehamilan, atau adanya
pengaruh obat atau penyakit. Secara klinis, vitamin digunakan dalam terapi
defisiensi vitamin, atau untuk terapi penyakit lain yang berkaitan dengan
vitamin tersebut (1).

Vitamin dosis tinggi telah digunakan untuk mengatasi berbagai
gangguan yang berhubungan dengan vitamin yang bersangkutan. Akan
tetapi, informasi mengenai keamanan penggunaan vitamin dosis tinggi masih
kurang memadai. Penggunaan vitamin larut air dosis tinggi dapat
menyebabkan ekskresi melalui urin meningkat sehubungan dengan

kelarutannya dalam air. Sedangkan penggunaan vitamin larut lemak dosis
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tinggi dapat menyebabkan vitamin tersebut terakumulasi di dalam tubuh dan
berpotensi menimbulkan toksisitas (1).

Vitamin C dapat diperoleh dari bahan-bahan alami, maupun dari
sediaan-sediaan yang mengandung vitamin C. Bahan-bahan alami yang
mengandung vitamin C antara lain jeruk, lemon, brokoli, melon, pepaya,
tomat, cabai, kentang, jambu biji, dan sayur-sayuran hijau (2). Di Indonesia,
banyak sediaan yang mengandung vitamin C, baik yang berupa zat aktif
tunggal, maupun campuran dengan senyawa lainnya. Contoh sediaan yang
mengandung vitamin C dosis tinggi adalah Vitacimin®, CDR®, Ester C®, You
C 1000%, dan Vitalong C®. Sediaan tersebut mengandung vitamin C dosis
besar (>100 mg), dan dijual bebas di pasaran. Sediaan-sediaan vitamin C
diindikasikan untuk menjaga sistem imun, menjaga kesehatan, maupun
hanya sebagai suplemen kebutuhan vitamin C (3).

Pengukuran terhadap lamanya suatu senyawa berada di dalam tubuh
dapat dilakukan dengan mengukur kadar obat tersebut di dalam darah, atau
dengan mengukur kadar obat yang diekskresi melalui urin. Cara kedua dapat
dilakukan apabila obat tersebut diekskresikan melalui urin dalam jumlah yang
signifikan, atau mengalami ekskresi sebagian besar melalui urin (4). Vitamin
C sebagai vitamin larut air, mengalami proses eliminasi melalui ginjal,
sehingga cara tersebut dapat digunakan dalam penelitian yang dilakukan.

Parameter yang akan diukur adalah waktu paruh. Waktu paruh adalah
waktu yang diperlukan oleh suatu senyawa untuk mencapai kadar separuh

dari kadar semula (4). Waktu paruh dapat menggambarkan berapa lama
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obat akan bertahan dalam tubuh. Semakin kecil waktu paruh, maka berarti
semakin pendek waktu yang diperlukan agar obat mencapai kadar
separuhnya. Semakin kecil waktu paruh, maka semakin singkat obat berada
di dalam tubuh. Kemudian dari waktu paruh yang terukur dapat dilihat
hubungannya dengan dosis regimen yang diberikan.

Efisiensi penggunaan vitamin C dosis tinggi belum diketahui dengan
pasti (1). Vitamin C merupakan vitamin larut air, maka peningkatan
konsumsinya akan dapat meningkatkan ekskresinya melalui urin. Penelitian
untuk mengetahui hubungan antara dosis tinggi dan waktu paruh merupakan
sebuah penelitian yang meliputi banyak tahapan.

Sebelum meneliti mengenai hubungan tersebut, perlu terlebih dahulu
ditentukan metode yang sesuai untuk menganalisis secara kuantitatif vitamin
C di dalam urin. Metode yang akan digunakan untuk menganalisis vitamin C
yang terdapat dalam urin adalah spektrofotometri. Metode tersebut perlu
divalidasi terlebin dahulu secara in vitro agar dapat dipastikan
penggunaannya untuk analisis in vivo. Oleh karena itu, validasi metode
analisis vitamin C dalam urin secara spektrofotometri perlu dilakukan sebagai

penelitian pendahuluan.
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TUJUAN PENELITIAN

Melakukan validasi metode analisis vitamin C dalam urin in vitro secara

spektrofotometri agar dapat digunakan untuk analisis vitamin C dalam

urin in vivo.

Melihat terjadinya perubahan waktu paruh vitamin C di dalam tubuh yang

diberikan dalam dosis tinggi.
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BAB Il

TINJAUAN PUSTAKA

A. SIFAT FISIKOKIMIA VITAMIN C

Vitamin C adalah senyawa dengan enam atom karbon. Vitamin C
termasuk vitamin yang larut dalam air. Vitamin C merupakan penamaan
umum untuk senyawa yang memiliki aktivitas biologis seperti asam
askorbat (5).

Asam askorbat memiliki karakteristik antara lain serbuk hablur putih
atau hampir putih (6,7), atau kristal tak berwarna, mudah larut dalam air, larut
dalam alkohol, praktis tidak larut dalam eter (7), tidak larut dalam kloroform,
dan benzen (6).

Asam askorbat mudah teroksidasi menjadi asam dehidroaskorbat
(Gambar 1). Asam dehidroaskorbat memiliki aktivitas penuh dari vitamin C
(5,8). Asam askorbat mudah rusak bila terpapar udara, terutama dalam
medium yang bersifat alkali, dan bila terdapat tembaga yang bersifat sebagai

katalisator (5,9).

Metode analisis..., Vania Gones, FMIPA Ul, 2009



B. FUNGSI DAN EFEK KLINIS VITAMIN C

Asam askorbat memiliki fungsi penting dalam pembentukan
kolagen (2). Kolagen adalah jaringan yang menghubungkan jaringan satu
dan jaringan lainnya. Kolagen terdiri atas serat protein tak larut air, yang
menjaga kerapatan serta menyokong jaringan kulit, kartilago, tendon,
ligament, pembuluh darah, tulang, dan gigi. Kolagen merupakan penyusun
utama jaringan parut yang terbentuk selama penyembuhan luka dan fraktur
tulang (2,10).

Vitamin C meningkatkan absorpsi besi pada saluran cerna dan
meningkatkan penggunaannya di dalam tubuh. Vitamin C juga diperlukan
dalam perubahan asam folat menjadi bentuk aktifnya. Kedua senyawa
tersebut, besi dan asam folat, merupakan senyawa penting yang diperlukan
dalam pembentukan hemoglobin, sehingga secara tidak langsung, vitamin C
memiliki fungsi penting dalam pembentukan hemoglobin (2).

Vitamin C juga berperan dalam metabolisme lemak dan protein.
Tingginya konsentrasi asam askorbat dalam kelenjar adrenal, serta
kehilangannya selama kelenjar adrenal terstimulasi menunjukkan perlunya
vitamin C selama masa stress. Kadar vitamin C darah yang menurun ketika
demam juga menunjukkan perlunya vitamin C selama kondisi demam (2).

Dosis harian vitamin C yang direkomendasikan untuk dewasa adalah

30-100 mg (1). Akan tetapi, terdapat kebutuhan vitamin C setiap individu
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bervariasi (1). Manusia tidak mampu mensintesis vitamin C, sehingga

memerlukan asupan vitamin C dari luar (1).

C. FARMAKOKINETIKA VITAMIN C

Asam askorbat cepat diabsorpsi dari saluran cerna (1, 5, 9). Absorpsi
asam askorbat dosis tunggal hingga 180 mg adalah 71%, pada 1,5 g adalah
50%, dan pada dosis melebihi 12 g adalah 16% (10).

Asam askorbat terdapat di dalam plasma, dan terdistribusi ke seluruh
sel tubuh. Konsentrasi asam askorbat dalam leukosit dan platelet lebih tinggi
dibandingkan dalam eritrosit dan plasma (5,9). Konsentrasi vitamin C dalam
leukosit terkadang digunakan untuk menggambarkan kadarnya dalam
jaringan tubuh karena kurang terpengaruh terhadap penurunan jika
dibandingkan dengan konsentrasi dalam plasma (5).

Asam askorbat dimetabolisme menjadi asam dehidroaskorbat
(1,5,11,12), asam 2,3-diketogulonat (1,5,11,12), oksalat (5,11,12) dan CO,
(5,12). Terdapat pula konjugasi dengan sulfat membentuk askorbat-3-sulfat;
(5,9). Asam askorbat dalam jumlah yang besar dengan cepat dieliminasi
melalui urin.

Pada pemberian vitamin C dosis tunggal, baik oral maupun intravena
bolus, sampai dengan 60 mg/hari, jumlah asam askorbat yang diekskresikan

melalui urin hingga jam ke-24 < 0,4 mg. Pada dosis 100 mg/hari, baik secara
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oral maupun intravena bolus, jumlah asam askorbat yang diekskresikan
melalui urin hingga jam ke-24 sekitar 25 mg. Pada dosis 500-1250 mg,
seluruh dosis diekskresikan melalui urin. Waktu paruh dari vitamin C yang
diberikan 60 mg/hari sekitar 12 hari, sedangkan waktu paruh dari vitamin C

yang diberikan lebih dari 500 mg < 2 jam (4).

D. ANALISIS ASAM ASKORBAT

1. Pengukuran konsentrasi obat (4)

Pengukuran konsentrasi obat adalah hal yang penting dalam
menentukan farmakokinetik individual atau populasi. Konsentrasi obat diukur
dalam sampel biologis, seperti susu, saliva, plasma, dan urin. Metode yang
sensitif, akurat, dan presisi diperlukan dalam pengukuran langsung

konsentrasi obat dalam matriks biologi.

2. Pengambilan spesimen (4)

Metode pengambilan spesimen terdiri dari dua macam, yaitu metode
invasif, dan metode non-invasif. Metode invasif terdiri dari pengambilan
sampel darah, carian spinal, cairan sinovial, biopsi jaringan, atau sampel
biologis lainnya yang memerlukan intervensi parenteral atau pembedahan

pasien. Metode non-invasif terdiri dari pengambilan sampel urin, saliva, atau
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sampel biologis lainnya yang dapat diperoleh tanpa melakukan intervensi
parenteral atau pembedahan.

Pengukuran konsentrasi obat maupun metabolitnya dalam sampel
biologis tersebut memberikan informasi yang penting. Sebagai contoh yaitu
jumlah obat yang disimpan, atau ditransportasikan ke dalam jaringan atau
cairan tubuh, dosis, dosis yang memberikan efek farmakologis atau efek

toksik, dan pembentukan serta transportasi metabolit.

3. Konsentrasi obat dalam urin (4)

Pengukuran konsentrasi obat dalam urin adalah metode yang
digunakan untuk memastikan bioavailabilitas obat secara tidak langsung.
Kecepatan ekskresi dan jumlah obat yang diekskresi melalui urin
menggambarkan kecepatan absorpsi dan jumlah obat yang terabsorpsi
secara sistemik. Penggunaan pengukuran konsentrasi obat dalam urin

adalah untuk menentukan parameter farmakokinetik yang bersangkutan.

4. Metode analisis asam askorbat

Asam askorbat dapat dianalisis dengan metode titrasi iodimetri (1,7),
titrasi oksidimetri, spektrofotometri (15), spektrokolorimetri (10,15,16,17),

kromatografi gas (15), dan kromatografi cair kinerja tinggi (8,13,15,18).
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Metode analisis yang digunakan dalam penelitian adalah
spektrokolorimetri dengan menggunakan 2,4-dinitrofenilhidrazin (16). Asam
askorbat dioksidasi terlebih dahulu menjadi asam dehidroaskorbat. Asam
dehidroaskorbat kemudian bereaksi dengan 2,4-dinitrofenilhidrazin dalam
suasana asam, membentuk senyawa 2,4-dinitrofenilhidrazon (10,16,17), dan
2,4-dinitrofenilosazon (15,17,18). Senyawa tersebut akan memberi warna
jingga-merah dengan penambahan asam sulfat, yang kemudian dapat diukur
pada panjang gelombang 520 nm (16).

Metode yang dilakukan dapat digunakan untuk mengukur asam
askorbat, asam dehidroaskorbat, dan asam diketogulonat. Reaksi yang

terjadi dapat dilihat pada Gambar 2.

5. Perhitungan K dari data ekskresi urin (14)

Tetapan laju eliminasi, K, dapat dihitung dari data ekskresi urin. Laju
ekskresi obat dianggap sebagai order kesatu. Laju ekskresi obat melalui urin
(dDu/dt) tidak dapat ditentukan melalui percobaan segera setelah pemberian
obat. Dalam praktek, urin dikumpulkan pada jarak waktu tertentu dan
konsentrasi obat dianalisis. Kemudian laju ekskresi urin rata-rata dihitung
untuk tiap waktu pengumpulan. Harga dDu/dt rata-rata digambar pada suatu
skala semilogaritmik terhadap waktu yang merupakan harga tengah (titik

tengah/ tnig) waktu pengumpulan.
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E. VALIDASI METODE ANALISIS (20, 21)

Validasi metode analisis adalah suatu tindakan penilaian terhadap
parameter tertentu, berdasarkan percobaan laboratorium, untuk membuktikan
bahwa parameter tersebut memenuhi persyaratan untuk penggunaannya.
Parameter-parameter yang diukur antara lain kecermatan (akurasi),

keseksamaan (presisi), kurva kalibrasi, dan stabilitas analit di dalam matriks.

1. Kecermatan (Akurasi)

Kecermatan adalah kedekatan hasil penetapan yang diperoleh dengan
hasil sebenarnya. Kecermatan dinyatakan sebagai hasil perolehan kembali
dari analit yang ditambahkan. Syarat untuk sampel berupa cairan biologis

adalah 100 + 15%, dan 100 + 20% untuk lower limit of quantification (LLOQ).

2. Keseksamaan (Presisi)

Keseksamaan adalah ukuran yang menunjukkan derajat kesesuaian

antara hasil uji individual, diukur melalui penyebaran hasil individual jika

prosedur diterapkan secara berulang pada sampel-sampel yang diambil dari

campuran matriks biologis yang homogen. Kriteria seksama diberikan jika
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metode memberikan simpangan baku relatif atau koefisien variasi tidak lebih

dari 15%.

3. Kurva kalibrasi

Kurva kalibrasi adalah hubungan antara respon instrumen dengan
konsentrasi tertentu analit. Kurva kalibrasi harus mewakili analit dalam
sampel. Kurva kalibrasi harus dibuat dari matriks biologis yang sama dengan
menambahkan matriks dengan sejumlah tertentu analit, yang diketahui
konsentrasinya. Kurva kalibrasi harus dibuat dari enam hingga delapan
konsentrasi larutan yang berbeda, yang mencakup konsentrasi analit dalam
sampel.

Hubungan yang baik dan proporsional antara respon instrumen dan
konsentrasi analit dilihat dengan parameter linearitas. Linearitas adalah
kemampuan metode analisis yang memberikan respon yang secara langsung
atau dengan bantuan transformasi matematik yang baik, proporsional
terhadap konsentrasi analit dalam sampel. Sebagai parameter adanya
hubungan linier, digunakan hubungan korelasi r pada analisis regresi linier

y = a + bx. Hubungan linier diperoleh bilar = +1 atau -1.
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4. Batas deteksi (LOD) dan batas kuantitasi (LOQ)

Batas deteksi adalah jumlah terkecil analit dalam sampel yang dapat
dideteksi yang masih memberikan respon signifikan dibandingkan dengan
blanko. Batas deteksi merupakan parameter uji batas. Batas kuantitasi
merupakan parameter pada analisis renik dan diartikan sebagai kuantitas
terkecil analit dalam sampel yang masih dapat memenuhi kriteria cermat dan
seksama. Batas deteksi dan kuantitasi dapat dihitung secara statistik melalui

garis regresi linier dari kurva kalibrasi.

5. Stabilitas

Stabilitas obat dalam cairan biologis adalah fungsi dari kondisi
penyimpanan, sifat kimia obat, matriks, dan wadah yang digunakan.
Prosedur uji stabilitas dilakukan untuk menilai stabilitas analit selama
pengumpulan dan penanganan sampel. Kondisi dalam prosedur uji stabilitas
harus mewakili kondisi pada saat penanganan sampel. Uji stabilitas
dilakukan dengan menggunakan sampel yang dibuat baru. Ketidakstabilan
zat diamati dengan menghitung nilai % diff dan mengamati bentuk masing-

masing kromatogram (22).
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BAB Il

BAHAN DAN CARA KERJA

A. LOKASI DAN WAKTU PENELITIAN

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Kimia Analisis Kuantitatif
Departemen Farmasi FMIPA Ul Depok selama kurang lebih tiga bulan dari

bulan Maret hingga Mei 2009.

B. ALAT

Alattalat yang digunakan dalam penelitian ini adalah timbangan
analitik (Acculab ALC#10.4), penangas air (Memmert WNB7#5), vortex,
lemari pendingin (LG express cool), freezer (LG express cool), dan

spektrofotometer UV#V/is (Jasco V#30)

15
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C. BAHAN

1. Spesimen urin

Urin diperoleh  dari relawan wanita berusia 21 tahun vyang
mengkonsumsi seminimal mungkin bahan yang mengandung vitamin C, dan

tidak mengkonsumsi obattbbatan selama analisis dilakukan.

2. Bahan uji

Bahan uji yang digunakan adalah sediaan tablet hisap ‘V' yang

mengandung 500 mg vitamin C.

3. Bahan kimia

Bahantbahan kimia yang digunakan adalah standar vitamin C
(Shijiazhuang Pharma), aqua demineralisata, asam sulfat (Merck), asam

trikloroasetat (Merck), kupri sulfat pentahidrat (Merck), 2,4#initrofenilhidrazin
(Sigma), tiourea (Merck).
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D. CARA KERJA

1. Prosedur pembuatan larutan pereaksi

a. Pembuatan asam sulfat4,5 M _

Aqua demineralisata sebanyak 250 mL dimasukkan ke dalam labu
ukur 500 mL. Kemudian ditambahkan perlahan 125 mL asam sulfat pekat.
Volume dicukupkan hingga batas dengan aqua demineralisata. Larutan
disimpan dalam lemari pendingin. ~ Selama pembuatan larutan, wadah

ditempatkan dalam wadah lain yang berisi es.

b. Pembuatan asam sulfat 12 M

Aqua demineralisata sebanyak 30 mL dimasukkan ke dalam labu ukur
100 mL. Kemudian ditambahkan perlahan 65 mL asam sulfat pekat. Volume
dicukupkan hingga batas dengan aqua demineralisata. Larutan disimpan
dalam lemari pendingin. Selama pembuatan larutan, wadah ditempatkan

dalam wadah lain yang berisi es.
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c. Pembuatan pereaksi 2,4#Dinitrofenilhidrazin

2,4#Dinitrofenilhidrazin ditimbang seksama sebanyak 2,0 g. Asam
sulfat 4,5 M sebanyak 30 mL dimasukkan ke dalam labu ukur 100 mL.” Ke
dalam labu ukur tersebut ditambahkan perlahan 2,4#Dinitrofenilhidrazin 2,0 g.
Larutan dicampur selama 10 menit, dan volume dicukupkan hingga batas
dengan asam sulfat 4,5 M.  Akan diperoleh larutan pereaksi 2,4#
Dinitrofenilhidrazin 2g/dL asam sulfat 4,5 M. Simpan dalam lemari pendingin

semalaman, dan saring sebelum digunakan.

d. Pembuatan larutan pereaksi tiourea -

Tiourea ditimbang seksama sebanyak 5,0 g. Kemudian dilarutkan
dalam labu ukur 100 mL dengan aqua demineralisata hingga batas. Akan

diperoleh Tarutan pereaksi tiourea 5 g/ dL.

e. Pembuatan larutan pereaksi kupri sulfat pentahidrat

Kupri sulfat pentahidrat ditimbang seksama sebanyak 6,0 g. kemudian
dilarutkan dalam labu ukur 100 mL dengan aqua demineralisata hingga

batas. Akan diperoleh larutan pereaksi kupri sulfat pentahidrat 0,6 g/ dL.
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f. Pembuatan larutan pereaksi 2,4#Dinitrofenilhidrazin#tioureatcopper sulfat

(DTC)

Larutan pereaksi 2,4#Dinitrofenilhidrazin sebanyak 50 mL dimasukkan
ke dalam Tabu ukur 100 mL.  Kemudian ditambahkan 2,5 mL Tarutan pereaksi
tiourea dan 2,5 mL larutan pereaksi kupri sulfat pentahidrat . Campuran
dihomogenkan dan disimpan dalam wadah gelas. Larutan pereaksi stabil

selama 2 minggu bila disimpan pada suhu 4°C.

g. Pembuatan larutan asam trikloroasetat

Asam trikloroasetat ditimbang seksama sebanyak 50,0 g. Kemudian
dilarutkan dalam labu ukur 500 mL dengan aqua demineralisata hingga

batas. Akan diperoleh larutan asam trikloroasetat 10 g/dL.

2. Prosedur penanganan spesimen urin

Larutan asam trikloroasetat 10 g/dL sebanyak 4,0 mL dimasukkan ke
dalam tabung reaksi. Kemudian ditambahkan 1,0 mL urin dan dihomogenkan
dengan menggunakan vortex selama 10#0 detik. Dari larutan yang
diperoleh, dipipet 2,4 mL, dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi lain.
Kemudian ditambahkan 0,8 mL larutan pereaksi DTC, dan tabung ditutup
dengan menggunakan parafim.  Larutan dihomogenkan dengan

menggunakan vortex selama 10#20 detik. Tabung tersebut kemudian
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diinkubasi di dalam penangas air selama 3 jam pada suhu 37 * 2°C. Setelah
inkubasi, tabung dipindahkan ke dalam wadah yang berisi es dan didiamkan
selama 10 menit. Ke dalam tabung tersebut ditambahkan perlahan 4,0 mL
larutan asam sulfat 12" M dingin.  Setelah penambahan, suhu tabung
diusahakan agar tidak melebihi suhu ruang. Tabung didiamkan selama 20
menit pada suhu ruang, kemudian diukur serapannya dengan
spektrofotometer UV#/is yang telah diatur blanko pada panjang gelombang

maksimum 520 nm.

3. Prosedur pembuatan larutan blanko

Larutan asam trikloroasetat 10 g/dL sebanyak 4,0 mL dimasukkan ke
dalam tabung reaksi. Kemudian ditambahkan 1,0 mL urin relawan, yang
tidak menerima vitamin C, dan dihomogenkan dengan menggunakan vortex
selama 10#20 detik. Dari larutan yang diperoleh, dipipet 2,4 mL, dan
dimasukkan ke dalam tabung reaksi lain. Kemudian ditambahkan 0,8 mL
larutan pereaksi DTC, dan tabung ditutup dengan menggunakan parafilm.
Larutan dihomogenkan dengan menggunakan vortex selama 10420 detik.
Tabung tersebut kemudian diinkubasi di dalam penangas air selama 3 jam
pada suhu 37 + 2°C. Setelah inkubasi, tabung dipindahkan ke dalam wadah
yang berisi es dan diamkan selama 10 menit. Lalu ke dalam tabung tersebut
ditambahkan perlahan 4,0 mL larutan asam sulfat 12 M dingin. Setelah

penambahan suhu tabung tidak boleh melebihi suhu ruang. Tabung
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didiamkan selama 20 menit pada suhu ruang, kemudian larutan digunakan

sebagai larutan blanko dalam analisis.

4. Prosedur pembuatan larutan asam askorbat standar untuk
pembuatan kurva kalibrasi

a. Pembuatan larutan induk

Standar asam askorbat ditimbang seksama sebanyak 50,0 mg.
Kemudian dilarutkan dalam campuran urin dan larutan asam trikloroasetat 10
g/dL (1:4) hingga 100 mL dalam labu ukur. Akan diperoleh larutan asam
askorbat 50,0 mg/dL (500 Bg/mL).  Larutan induk selalu dibuat segar dan

disimpan dalam lemari pendingin dengan suhu 4°C.

b. Pembuatan larutan intermediet

Larutan induk dipipet 10,0 mL dengan menggunakan pipet volum.
Kemudian dimasukkan ke dalam labu ukur 100 mL yang telah berisi 50 mL
larutan campuran urin dan larutan asam trikloroasetat (1:4).  Volume

dicukupkan hingga batas dengan larutan campuran urin dan larutan asam

trikloroasetat (1:4). Akan diperoleh larutan intermediet asam askorbat 50

Bg/mL.

Metode analisis..., Vania Gones, FMIPA Ul, 2009



c. Pembuatanlarutan kerja

Dari larutan intermediet, dipipet 2,0; 4,0; 6,0; 15,0; dan 20,0 mL,
dengan menggunakan pipet volum. Volume dicukupkan dengan larutan
campuran urin dan larutan asam trikloroasetat (1:4) hingga 25 mL dalam labu
ukur.” Akan diperoleh larutan kerja dengan konsentrasi 4, 8, 12, 30, dan 40

Bg/mL.

5. Prosedur pembuatan spektrum serapan

Larutan kerja 12 ppm dipipet sebanyak 2,4 mL ke dalam tabung
reaksi. Kemudian ditambahkan 0,8 mL larutan pereaksi DTC, dan tabung
ditutup dengan menggunakan parafilm.  Larutan dihomogenkan dengan
menggunakan vortex selama 10420 detik. Tabung tersebut kemudian
diinkubasi di dalam penangas air selama 3 jam pada suhu 37 + 2°C.” Setelah
inkubasi, tabung dipindahkan ke dalam wadah yang berisi es dan didiamkan
selama 10 menit. Ke dalam tabung tersebut ditambahkan perlahan 4,0 mL
larutan asam sulfat 12" M dingin.” Setelah penambahan, suhu tabung tidak
boleh melebihi suhu ruang. Tabung didiamkan selama 20 menit pada suhu
ruang, kemudian diukur serapannya dengan spektrofotometer UV#/is yang

telah diatur blanko, dan dilihat panjang gelombang maksimumnya.
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6. Prosedur penentuan lama pendiaman hasil inkubasi yang telah
ditambahkan asam sulfat 12 M

Larutan kerja 12 ppm dipipet sebanyak 2,4 mL ke dalam tabung
reaksi. Kemudian ditambahkan 0,8 mL larutan pereaksi DTC, dan tabung
ditutup dengan menggunakan parafilm.” Larutan dihomogenkan dengan
menggunakan vortex selama 10#20 detik. Tabung tersebut kemudian
diinkubasi di dalam penangas air selama 3 jam pada suhu 37 + 2°C. Setelah
inkubasi, tabung dipindahkan ke dalam wadah yang berisi es dan didiamkan
selama 10 menit. Ke dalam tabung tersebut ditambahkan perlahan 4,0 mL
larutan asam sulfat 12 M dingin.  Setelah penambahan, suhu tabung tidak
boleh melebihi suhu ruang.  Tabung didiamkan selama 2032 menit pada
suhu ruang, kemudian diukur serapannya dengan spektrofotometer UV#Vis
yang telah diatur blanko, dan dilihat perbedaan serapan yang diberikan tiap -
menit.

7. Prosedur pembuatan kurva kalibrasi

Dari masing#imasing larutan kerja, dipipet 2,4 mL, dan dimasukkan ke
dalam tabung reaksi. Kemudian ditambahkan 0,8 mL larutan pereaksi DTC,
dan tabung ditutup dengan menggunakan parafilm. Larutan dihomogenkan
dengan menggunakan vortex selama 10#20 detik. Tabung tersebut kemudian
diinkubasi di dalam penangas air selama 3 jam pada suhu 37 + 2°C. Setelah

inkubasi, tabung dipindahkan ke dalam wadah yang berisi es dan diamkan
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selama 10 menit. Ke dalam tabung tersebut ditambahkan perlahan 4,0 ml
larutan asam sulfat 12 M dingin. Setelah penambahan, suhu tabung tidak
boleh melebihi suhu ruang. Tabung didiamkan selama 20 menit pada suhu
ruang, kemudian diukur serapannya dengan spektrofotometer UV#/is yang
telah diatur blanko pada panjang gelombang maksimum yang diperoleh dari
pembuatan spektrum serapan.

8. Prosedur analisis vitamin C dalam urin in vivo

Sediaan tablet hisap yang mengandung vitamin C 500 mg dikonsumsi

oleh relawan. Relawan berpuasa selama minimal 4 jam. Urin blanko diambil

dan ditelan segera. Kemudian urin diambil pada waktu 100, 120, 150, 180,
210, 240, 270, 330, 400, 460, 520, dan 600 menit. Setiap urin yang
tertampung dicatat volumenya, dan segera dianalisis sesuai dengan prosedur

penanganan spesimen urin.

9. Prosedur uji stabilitas asam askorbat dalam campuran urin dan
asam trikloroasetat (1:4)

Standar asam askorbat ditimbang seksama sebanyak 50,0 mg.
Kemudian dilarutkan dalam labu ukur 100 mL dengan menggunakan urin

relawan yang tidak menerima vitamin C. Larutan dipipet 20,0, dan 10,0 mL
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dengan menggunakan pipet volum, ke dalam labu ukur 50 mL, dan volume
dicukupkan hingga batas. Akan diperoleh larutan dengan konsentrasi 200
dan 100 Bg/mL. ~ Dari larutan 100 Bg/mL, dipipet 8,0 mL dengan
menggunakan pipet volum, dan dimasukkan ke dalam labu ukur 50 mL.
Akan diperoleh Tarutan dengan konsentrasi 16 Bg/mL.

Larutan asam trikloroasetat 10 g/dL sebanyak 4,0 mL dimasukkan ke
dalam sembilan tabung reaksi. Kemudian ditambahkan masing#masing tiga
tabung untuk tiap konsentrasi, 1,0 mL larutan 16, 100, dan 200 Bg/mL.
Larutan dihomogenkan dengan menggunakan vortex selama 10#20 detik,
kemudian disimpan pada suhu ruang, lemari pendingin, dan freezer selama

10 jam. Setelah 10 jam, larutan kemudian dianalisis.

10. Pengolahan data

Data diolah untuk menentukan kurva kalibrasi, linieritas, koefisien
variasi, perolehan kembali, dan perubahan waktu paruh  dengan
menggunakan rumus perubahan jumlah obat dalam urin per satuan waktu

(dDu/dt).”
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BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

A. HASIL PERCOBAAN

1. Penentuan panjang gelombang maksimum

PadaY awalY penelitian,Y dicariY panjang¥ gelombangY maksimumY untukY
analisisY vitaminY CY dalamY campuranV urinY danY asamY trikloroasetatV (1:4).W
BerdasarkanYkurva¥YserapanYyangYdibuat,VpanjangY gelombangYmaksimumY

yang\didapat¥s21¥hm.WHasil\selengkapnya\dapat\dilihat\pada‘\Gambar\3.Y

Y
Y

2. Validasi Metode Analisis

Y
Y

a.V Waktu‘pendiamanihasilNinkubasi‘setelah‘penambahan‘asam\sulfat¥12\MVy
\
Dari‘hasilMujivstabilitas\terhadap¥hasilMnkubasiyang\elah\ditambahkanY

asamVYsulfatV12YM,VdiketahuiYbahwaVYsenyawaYdapatVvdidiamkanYpadaYsuhuY

ruang\antara‘20-30¥menit. WHasil\selengkapnya\dapat\dilihat\pada‘Tabel¥ .Y

Y

Y

27V
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b.Y Pembuatan‘kurva‘kalibrasiddan‘pengujianVinearitasV

Y
Y

PersamaanVYgarisVlinearYuntukVvitaminYCVYadalahYyY=Y0,019xY+Vv0,076Y
denganYkoefisienkorelasi,f,YadalahY0,9992. WHasil\selengkapnya‘dapat\dilihatYy

pada‘Gambar¥4\dan‘Tabel\2.Y

Y
Y
Y

c.Y Penentuan‘batas\deteksi\dan‘batas‘kuantitasiV

Y
Y

Batas\deteksi‘dan‘batas‘kuantitasiWitamin‘C‘oerturut-turutWaitu\2,2105Y

5g/mL\danV7,368%g/mL.WHasil\selengkapnya\dapat\dilihat\pada‘Tabel\3.V

Y
Y

d.v UjiYpresisiV

Y
Y

LarutanWitaminVCYdalamYcampuranVurinYdanYasam\trikloroasetatV(1:4)v
denganYkonsentrasiv3,597Y5g/mL;Y¥12,216Y5g/mL;¥danY¥40,76Y5g/mLYmasing-
masingYmemberikanVYnilaiVkoefisienVvariasivberturut-turutv2,01%;V3,21%;VdanV¥

1,88%.“Hasil\selengkapnya\dapat\dilihat\pada‘Tabel\4.Y

<L LK LK LK LK LK LK LKL
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e.V UjivstabilitasWitamin\CV

Y
Y

DariV ujiv stabilitasY vitaminY CY dalamY campuranV urin¥Y danY asamVY
trikloroasetatY(1:4)VselamaY10VYjamYdalamYsuhuYruang,lemariVpendingin,vYdan¥
kulkas,\diketahuitbahwaYsemakinendahYsuhu,¥maka\‘stabilitas\semakin‘baik.W

Hasil\selengkapnya‘\dapat\dilihat\pada‘\Gambar\s,\6,\dan\Tabel'5,.V

Y
Y

3. Analisis vitamin C dalam tubuh

a.Y Penetapan‘kadarWitamin\C\dalam\rin\MinWivoY

Y
Y

DariYpercobaanYyang\dilakukan, YdiperolehYkadarWitaminYCYdalamMurinV
yang‘bervariasi, Waitu¥12,0145%6g/mL¥-¥144,89476g/mL.WHasil\selengkapnyaV
dapat\dilihat\pada‘Tabel\6.Y

Y

b.Y Perubahan¥waktu‘paruhWitamin‘\C\dalam\ubuhY

Y
Y

.DariV hasilY percobaanV yangV dilakukanV terhadapV relawan,Y terlihatV
terjadinyaYperpanjangan¥waktuYparuhVsebesarVlimaVkali. YHasilYselengkapnyaV
dapat\dilihatpada‘Gambar'7,8\dan'TabelV7.Y

\

Y
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B. PEMBAHASAN

Y
Y

AnalisisYvitaminYCYmerupakanVYanalisisVyangVsulitYkarenaVYvitaminYCYV
merupakan‘antioksidanYyang‘sangat‘kuat. Witamin‘C,‘atau\disebutjjuga‘asamY
askorbat,YmudahVteruraiVolehYpengaruhYcahaya,Ypanas,YdanYfaktorVlainnya.W
OlehVYkarenaVituYpenangananYlarutanYharusYsecepatYmungkinYdanYdenganV¥
penyimpanan‘pada‘suhu\dingin.V

DalamYpenelitianYini, YpenulisYmenggunakanYmetodeYspektrofotometriV
denganY menggunakanY 2,4-dinitrofenilhidrazin.V v KesulitanY menggunakanV
metodeVY tersebutY adalahY panjangnyaVYwaktuY analisis,Y pengaruhY suhuYdanV
waktu,VsertaVketerbatasanVYstabilitasVlarutanYpereaksiVDTCVYyangVYdigunakan.W
DenganY demikian,Y selamaV analisisY kondisiV pelaksanaanV¥ analisisY harusY

dipertahankan\ntuk\tetap‘stabil\sehingga\diperoleh‘asil\yang‘optimal.Y

%
%
1. Validasi metode analisis
%
%
%

Validasiy yangVY pertamaV kaliV dilakukanV adalahY penentuanY lamaV
pendiaman‘hasilVinkubasiVYsetelahVditambahkanYasamYsulfatV12YMYpadaYsuhuY
ruang.VUjivVtersebutVYbertujuanYuntukYmelihatYperbedaanYbesarYserapanVYbilaY
hasilVinkubasiYyangVtelahVditambahkanYasamVYsulfat¥12YMVdingin,didiamkanY
padaY suhuYruang.V Y HasilY ujiy menunjukkanY bahwaY sampaiV menitY ke-30,Y

pengukuranYmasihYdapatVdilakukanVkarenaVYkoefisienYvariasiVyangVYdiberikanV
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sebesar\0,777%.WHasilMersebut\dijadikanYacuan‘dalam‘pelaksanaan¥analisisY
selanjutnya.V
ValidasiY yangY keduaV adalahY pembuatanV kurvaV kalibrasi.V Y TujuanV
pembuatanVYkurvaVkalibrasiVadalahVuntukYmelihatViinieritasVYhubunganVYantaraV
konsentrasiY vitaminY CY denganV serapanV yangV diberikan.Y ¥ DariV kelimaV
konsentrasiVyangVdigunakan, YdiperolehYkoefisienkorelasi, 'r¥=Y0,9992 . WUntukY
analisis\sediaan‘iologis, kurva‘kalibrasiYyang\diperoleh‘sudah\cukup\inier.Y
FaktorY yangY dapatY mempengaruhiV linieritasY misalnyaY homogenitasY
larutan,kondisiYsaatYmelarutkan,Ypemipetan, YsertaVreaksi‘kimiaVYyangV‘terjadi.W
Karena\faktor-faktor\tersebut, YmakaVYsulitVdiperolehVnilaiVkoefisien Ykorelasi, Vr, Y
sebesarY0,9999.YVYDariVkurvaYkalibrasiVtersebutYjugaVdiperolehVnilaiYbatasY
deteksi‘dan‘batas‘kuantitasi¥masing-masing¥ebesar\2,2105%5g/mL‘danV7,368V
5g/mL.Y
SetelahYpembuatanVYkurvaVkalibrasi,VdilakukanVYujiVpresisi.YYUjiVpresisiV
bertujuanYuntukYmelihatVketerulanganVYhasilVanalisis.YYDarivtigaYkonsentrasiV
yangVdilakukan,YdiperolehVhasilYyangYbaikV(<V15%).YYUijiVpresisiYkonsentrasiV
12,216V5g/mLYdanY¥40,7601Y5g/mL\dilakukanYbersamaan‘YdenganYpembuatanV
kurva‘kalibrasi,¥sementara‘konsentrasi‘¥3,597 %5 g/mL\dilakukan‘pada‘hari¥yangV
berbeda.WPerbedaan‘ari‘pelaksanaan\dikarenakan‘keterbatasan\Wwaktu‘danVy
tenaga.V
DarithasilpengujianpresisiWerlihat\bahwaketika\sampel\diolah‘secaraV
triplo,v selaluY diperolehY satuy hasilY yangY menyimpangV cukupV jauh.W

PenyimpanganVtersebutYdiperkirakanYkarenaYpengaruhYpanasYyangYkurangV
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homogen‘Ypada‘penangasVYair.WKarena\erjadiperbedaan‘panas, ‘maka‘\reaksiV
yang‘terjaditpun‘berbeda-beda.v
ValidasiVyangVYterakhirVdilakukanYadalahVYujiVstabilitas.Y VY UjiVstabilitasVy
dilakukanWuntukYmengetahuiVstabilitasWitaminYCYdalamYmatriks‘bilaterdapatV
masaYpenyimpanan.YYWaktuVYpelaksanaanVujiVstabilitasVdisesuaikanYdenganV
waktuV yangV diperlukanV untukY pengumpulanY sampel,Y yaituy sepuluhY jam.W
Kondisipenyimpanan‘pun‘bervariasi,Ypada‘suhu‘uang,Memariendingin,\danV
freezer.WPerbedaan‘kondisitersebut\ditujukan‘untuk¥melihat\kondisiYoptimumY
penyimpananVarutan.Y
LarutanYdengan‘konsentrasi‘tinggi,¥40,05Y5g/mLYyangVdisimpanYpadaV
suhuY ruang,V kulkas,Y danV freezerV memberikanY kenaikanY serapanV bilaY
dibandingkanVYserapanVlarutanYsegar.VYKenaikanVYterjadiYkarenaYpadaVYsaatY
penyimpananVterjadivreaksiYoksidasi.YYOlehYkarenaVitu,VreaksiYdenganV2,4-
dinitrofenilhidrazinVYsaatVinkubasiYakanYlebihYcepat,YsehinggaYmenghasilkanV
serapan¥angVebih‘besar.W
LarutanYkonsentrasiYsedangYyangYdisimpanYpadaYsuhuVruang,kulkas,Y
danVfreezerYmemberikanYpenurunanVYserapanVYdibandingkanYserapanViarutany
segar.WHal\tersebut\erjadi‘karena‘padaMarutan‘baru,\serapan¥ang\diberikan¥
sangat\tinggi‘karena‘saat\penambahanYasam\sulfat¥12\WW\dingin,suhutabungVy
menjadiVYlebihVtinggiVdaripadaYsuhuYtubuh.YYSementaraYpadaVYlarutanYyangV
disimpan,Walaupun“elahMerjadiYoksidasi,tetapiMebih¥kecil\bila¥dibandingkany

dengan‘serapanVarutan\segar.V
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SuhuYsangatYberpengaruhVterhadapVstabilitas.YYDariVhasilVpercobaanV
yangVYdilakukan,YpenyimpananYdiYdalamYfreezerYmemperlihatkanV stabilitasV
yang‘paling‘baik.WOleh¥arena‘tu,sebagaiWalternatif, \sampel\dapat\disimpanV
dahuluMdialamfreezer.V

Y

2. Analisis vitamin C dalam tubuh
v

Y
Y

a.V Penetapan‘kadarWitamin\C\dalam\rin\MinWivoY
\

SediaanYangYdiujikanYberupa\ablet\hisap.YWPemilihanYsediaanYbukanV
dikarenakanY bentuknya.V TujuanY penelitianY adalahY melihaty terjadinya¥
perubahanVwaktuYparuhWitaminYCYdalamVtubuhYyangVdiberikanYdalamYdosisY
tinggi.YYSediaanYyangYmengandung¥Y500YmgYvitaminYCYumumnyaVYtersediaY
dalamYbentukYtabletYhisap.Y Y SelainVYitu,VpenulisY memilihY sediaanYtersebutV
karena'¥nerek‘sediaan\tersebut¥sering\dikonsumsi.Y

HasilYanalisisYvitaminYCYdalamYtubuhYpadaYmenitYke-100YdanY 120V
beradaYdiYbawahVYbatasYkuantitasi.YYHasilVanalisisYberadaYdiYbawahYbatasY
kuantitasiYkarenaYpadaYmenitYke-100Y-Y120YmasihYterjadiVfaseYabsorpsi,Y
sehingga‘eliminasimasihYsedikit. WWKarena‘berada¥di‘bawahoatas‘kuantitasi,v
makaVYdataYpadaYmenitV100YdanVY120VtidakYdapatYdigunakan.YYDataYyangV¥
digunakanMntuk‘perhitungan‘selanjutnyaWaitu\data\dari¥menit\ke-150¥inggaV

menit\ke-600.Y

\d
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b.Y Perubahan¥waktu‘paruhWitamin\C\dalam\ubuhV

\

Nilai\dDu/dt\dapat\digunakanMntuk¥menggambarkan‘konsentrasiyangV
terdapat\di\dalam‘plasma.WKetika\terjadipenurunanihilai\dDu/dt¥angYcuram,Y
berartiVterjadiVpenurunanYkonsentrasiWitaminYCYdalamVYtubuhvdenganYcepat.W
Oleh¥arenatu,\pemberianWitamin\Chanya‘sekalitkarena\dengan‘penurunanV¥
konsentrasinyaYdalamYtubuh,YsamaYdenganYmemberikanYvitaminYCVYdalamV¥
dosisWangYendah.Y

Dari‘Gambar'Y7 terlihat\bahwaerjadifluktuasiMilai\dDu/dtpada\tmig Y165V
-¥365¥menit. WHal\tersebut\umumMerjadidalam‘pengujianuntuk ‘data‘biologis. W
JikaVjumlahYsampelYbanyak,YmakaVYdapat¥diperoleh‘hasil¥yang‘baikVdan\idaky
berfluktuasi.YYOlehYkarenaVitu, VdalamYpenelitianyangVdilakukan Ypenulis, YnilaiV
waktuY paruhY yangV diperolehVY tidakY dapatV digeneralisasikanV untukV setiapV
individu.V

FluktuasiYyangVYterjadiY menyebabkanVYwaktuY paruhVikutY berfluktuasi.W
Ketika‘kurva‘menaik,¥makawaktu‘paruh¥menjadi‘haik, \ketikakurva‘menurun,V
waktuYparuhYpunVYikutYturun.YYKarenaVYfluktuasivtersebut,YmakaYdataYyangV
digunakan‘untukmelihat\perubahanYwaktu‘paruhthanya\data\dDu/dtoadaMqmiqV
365Y-Y560Ymenit.YDarivtmidVv365Y-Y430VterjadiVpenurunan¥nilaivdDu/dtVyangV
curam,YsementaraVvdariVtmidv430Y-Y560YpenurunanVnilaivdDu/dtYmulaiVlinier.W
PerubahanV yangV terjadiy adalahY dalamVY skalaV logaritma.V Y BerartiV terjadiV
perubahanV nilai¥ konstantaV eliminasi,V k,Y yangV akhirnya¥ menyebabkan¥

perubahanYwaktuYparuh.YYDariYhasilYperhitungan,YperubahanYwaktuYparuhV
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antara¥Y keduaV periodeV tersebutV sekitarY 5Y kali.V ¥ OlehY karenaV itu,Y dapat¥
disimpulkanYbahwaVvitaminYCYmemilikiVsifatYfarmakokinetikVnonlinierYpadaV¥
dosis‘tinggi.V

Y
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BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

KESIMPULAN

Berdasarkan uiji linieritas, batas kuantitasi, dan presisi, metode analisis
vitamin C dalam urin in vitro dengan menggunakan larutan pereaksi 2,4-
Dinitrofenilhidrazin — tiourea — copper sulfat (DTC) merupakan metode
yang valid sehingga dapat digunakan untuk analisis vitamin C dalam urin
in vivo.

Waktu paruh vitamin C yang diberikan pada dosis tinggi lebih pendek
dibandingkan dengan waktu paruh vitamin C yang diberikan pada dosis

rendah.

SARAN

Untuk penelitian selanjutnya, diusahakan menggunakan alat yang telah
dikalibrasi.

Untuk mendapatkan nilai waktu paruh yang valid, maka digunakan
jumlah relawan minimal enam orang, dan metode yang lebih sensitif,

misalnya kromatografi cair kinerja tinggi (KCKT).

37
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Gambar'8.WPenangas‘airMemmertWWNB7-45Y
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Gambar'9.“"Spektrofotometri¥YJascoW-530V
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TabelV1Y

Pengaruh¥wvaktuYpendiaman‘hasilMnkubasipadaVy
suhufuang\setelahpenambahan‘asam\sulfat\12\MY

s

51V

SampelY
Konsentravsi\’ pe\rlw\é?:m;nv AY A\fatav# d?/;:I?aviV Simpangvan\’ PEV\:/
(ug/mL) (menit)Y rata dalamy Baku (%)
perhitunganV
20V 0,43155Y 0,436y 2040V 0,00339v 0,777Y
21V 0,43709v 0,4355Y 20429V 0,00319y 0,731V
22V 0,43238Y 0,4351Y 20428V 0,00303v 0,698Y
23Y 0,43411V 0,4346Y 20827V 0,00281y 0,647V
24V 0,43727Y 0,4341Y 2026V 0,00256Y 0,589v
14,96V 25Y 0,43558Y 0,4336Y  20#25Y 0,0025v  0,576Y
26V 0,43667Y 0,4336Y 20424V 0,00258v 0,595V
27v 0,43835Y 0,4322v 2023V 0,00142v 0,330V
28Y 0,43912V v \ v \
29V 0,43952V v \ v \
30V 0,44061V v v M Y

Keterangan:V

SampelYyangYdipakaiYmengacuYkepadaYbanyakYsampelYyangYdimasukkanV
dalam‘perhitungan,\sesuaidengan¥aktunya.V

Y

Y

A4
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%
Tabel¥2V
Pembuatan‘kurva‘kalibrasiddanpengujianVinearitasV
%
Konsentrasi\(ug/mL)Y AY
4,076v 0,1371v
8,152Y 0,2447v
12,216V 0,3206Y
30,57V 0,6586Y
40,76Y 0,8548Y
v

PersamaanVYgarisYkurvaVYkalibrasi:YVyY=Y0,019xY+Y0,076YdenganYkoefisienV
korelasi,,\adalah¥0,9992.v

v
vy
Tabel\3Y
Hasilperhitungan‘batas\deteksi\dan‘batas‘\kuantitasiV
v
KonsentrasiV . )
% v %
(ug/mL)\’ A yl (y#yl)z
4,076V 0,1371Y 0,1534Y 0,0003Y
8,152Y 0,2447v 0,2309Y 0,0002Y
12,216V 0,3206Y 0,3081v 0,0002Y
30,57V 0,6586Y 0,6568Y 3.10%v
40,76Y 0,8548Y 0,8504Y 2.107v
v Y JumlahVY 0,0006Y

v
S\y/x)=\0,014v
LODY='2,2105\ug/mLY
LOQ=V7,368\ug/mLY
%

%

%

\d
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%
Tabel4v
Hasil\perhitungan\uji‘presisiVv
%
KonsentrasiV AY AYtata#¥ata¥  SimpanganV KoefisienY
(ug/mL)Y bakuV Variasi{(%)Y
0,1453Y
3,597V 0,1465Y 0,14756Y 0,003Y 2,01v
0,1509v
0,3359Y
12,216V 0,3206Y 0,32416V 0,01v 3,21V
0,316Y
0,8548Y
40,76Y 0,8539Y 0,86375Y 0,016Y 1,88V
0,8825Y
v
%
%
Tabel\5Y

Hasil\uji‘stabilitas WitaminC\dalamMarutan\campuran\urini\dan‘\asamVY
trikloroasetat\(1:4)Y

\
KonsentrasiV Kondisi¥ t\jam)Y AY AYt\=\0)Y AAY Y% \diffv
(ug/mL)Y
RuangV 0,53908Y 0,01511v  2,7256Y
20,01V KulkasY 0,5201v 0,554185Y 0,03409v 6,1505Y
FreezerY 10v 0,46801Y 0,0862Y 15,5499V
RuangV 1,1405Y #,3256Y #39,96V
40,05Y KulkasY 0,9166Y 0,814885Y #,1017vV  #12,48Y
FreezerY 0,8619Y #,047v  #,765Y
Y
\
Y
\
\
\
\
\
\

Metode analisis...,
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Tabel\6Y

Penetapan‘kadarWitamin\C\dalam\urinY
%

t(menit)v Altata#ataVy KonsentrasiV KonsentrasiV
diperoleh\(pug/mL)Y dalam\uriny
(ug/mL)¥
100V 0,121655Y 2,40289v 12,0145Y
120V 0,20983Y 7,04368Y 35,2184V
150V 0,25175Y 9,25Y 46,25Y
180V 0,32612Y 13,16421V 85,8211V
210V 0,31642v 12,65368Y 63,2684V
240v 0,33897v 13,84053Y 69,2026V
270v 0,33255Y 13,5026Y 67,5132V
330V 0,39596Y 16,84V 84,2V
400V 0,6266Y 28,9789v 144,8947v
460V 0,79097Y 37,63V 188,15V
520V 0,56159Y 25,5574Y 127,7868Y
600V 0,34227V 14,0142V 70,0711Y

Keterangan:V

Untuk‘perhitungan‘konsentrasi‘obat\di\dalam\rin,maka‘konsentrasi‘obatV
yang\iperoleh\dikaliMima.V
%

Y

Metode analisis..., Vania Gones, FMIPA Ul, 2009



TabelV7V
Perhitungan¥waktu‘paruh‘oerdasarkan\data\urinY

Y

99Y

Konsentrasi¥ VolumeY

tv. dalam\urinVY uriny DuY dDU/dt\./ tmid_\’ kvm tv.
(menit)V (ng/mL)Y (mL)Y (mg)Y (mg/menit)V (menit)V (menit”)V (menit)Vy

100V 12,0145Y 170Y  2,0425Y  0,0204Y 50V v v
120V 35,2184y 164Y 5,7758Y  0,2888Y 110V #0,0442V #15,697Y
150V 46,25Y 227  10,499Y  0,3499Y 135V #,0077Y #0,182Y
180V 85,8211V 185Y 12,177V 0,4059Y 165Y  #,005Y #140,2V
210V 63,2684V 150Y  9,4903Y 0,3163V 195Y  0,0083Y 83,4022V
240V 69,2026V 120V  8,3043Y 0,2768Y 225Y 0,00445Y 155,741V
270V 67,5132V 128y  8,6417V 0,2881Y 255Y  #,0013V #22,07V
330V 84,2Y 225Y  18,945Y  0,3158Y 300y  #,002V #339,72V
400VY 144,8947Y 95y  13,765Y 0,1966Y 365Y 0,0073Y 95,1196V
460V 188,15Y 28y  5,2682Y 0,0878Y 430V 0,0124Y 55,867Y
520V 127,7868Y 35,56V 4,5364Y 0,0756Y 490Y  0,0025Y 278,038V
600V 70,0711V 69Y  4,8349Y 0,0604Y 560Y 0,0032V 216,599V

v v JumlahY 104,28Y v v \ v
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Lampiran¥V
Cara‘Perhitungan\Simpangan‘Baku\dan¥KoefisienWariasiV
%
%
v

Rata-rataVw
_ Zx

X7y
Y

Simpangan‘Baku¥W

KoefisienWariasi¥WV

KV = Sfo 100%
X v

y

ContohVY

v

Hasil\uji‘presisitstandarWitamin\C\¥40,76Y g/mLVY
%

Serapan'tata-rata:\0,86375Y
v

(0,8548 — 0,86375)% + (0,8539 — 0,86375) + (0,8825 — 0,86375)?
B = =0,016Y

3—-1
Y
0,016

= —_— 0fy — oLY
O,86375X100/0 1,88%

<« <KL LKL LK LKCK LK LKLK LK LK LK LKL
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Lampiran\2V
Cara‘perhitungan‘batas\deteksi\dan‘bataskuantitasiV
%
%
%
%
A\
S(y/x): (Z (y—yl))
n—2
%
Batas\deteksiv. W
%
%
VLOD - i(-;;/_x)
%
Batas‘kuantitasi¥.Vy
V.00 = 10S(y/x)
v b
%
ContohV\.Y
%

Persamaan‘kurvaalibrasiWitaminYC¥.}\=Y0,019x%0,076Y
S(y/x)\/:v\/Z(Jr’l’y")z\,:v\/O,OOO?»Z+ 4(1.105)2

-2 3
v =Y0,014v
\

Batas\deteksiWitamin\C:V
LODV:W\%V:\Q,2105V /1 L VAR AARARAARAAAARAAAARAAARAARARAARAR A ARAAARAAAARAAAAAARARAARAAAARAAAARAY

v
Batas‘kuantitasiWitamin\CV\Y

LOQ&V\%\EW;’,GSV g/mLWWWWWW\WWVWWWWVW’V

<L <K LK LK LK LK LK LK LK LKL
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%
Lampiran‘\3V
Cara‘perhitungan\adarWitamin‘C¥dalam\urinV
%
%
%
ContohV\.Y
%
Persamaanurvaalibrasi¥.%\='0,019x¥%\0,076Y
Volume\rin¥=225¥mLY

Larutan\dipipet¥1¥mLY
Pengenceran\denganVarutantasamtrikloroasetat1 0% ‘='5aliV
Pengenceran\denganMarutan‘pereaksi\DTC\=\3kaliV
AY=10,39596Y

o . ! ,39596—-0,
Konsentra3|Wltamln\C\dalamwrln\t\W\’:W 6,84V g/mLVY

Kalikan\dengan¥5\=Y16,84Y g/mL\x\Bt\Béi,ZV g/mLY

Banyaknya\Witamin‘C\dalam225¥mL\urin¥=¥225¥mL¥%84,2V g/mL=¥18,945\mgV¥
%

< L« KL<« LKL AL LKL LKL L LKL L LLLLLLKLLLLLLELELELKEKKXK K KXL
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Lampiran4y

Perhitungan¥waktu‘paruh¥engan¥menggunakan\data‘urinVy

Y
Y
Y

Contoh:v
%

Banyaknya‘obat\dalam\rin,\Dupada\t\=¥120%=Y5,7758\mgV¥
%

d J Du 5,7758 -
Du/dt, = 5, 120-100" 0,2888 mg/menit
%
t, +t; 120+ 100 )
tmidz = = = 110 menitV
2 2
%
dDu/dt, = 0,0204 mg/menitV
%
tmia1 = 50 menitV
v
. IndDu/dt; — IndDu/dt, 1n0,0204 —1n0,2888
v tmid1 — tmidz 110 - 50
0,693 0,693 )
ti2 = T = 004415 —15,697 menitV
v )
%
Y
%
N4
%
N4
%
Y
%
Y
v
Y
%
N4
%
Y
v
N4
v

= —0,04415Y
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Lampiran'¥sV
Sertifikat\analisis\standarWitamin\CVY

Vil DImE s (A5 ) AR
cspCc

Certificate of Analysis

Product: Ascorbic Acid.~ Standard: BP2008/USP3 ]

Batch No.: 08115333 ' Quantity: 2000 kgs

MF'G Date: Nov.19, 2008 . Expiry Date: Nov.18, 2011

Item Analysis Standard Result
Characteristics White crystalline power Pass
Identification Positive Reaction Pass
Melting Point 191~192°C 191.0°C
Specific Rotation +20.5°-+21, 12128

pH 2.1~2.6 2.4
Sulfated Ash <0.1% 0.04%
Assay 99.5~100.5% 99.7%
Loss of Drying =<0.15% 0.09%
Heavy Metal v=-<._0,. 003% <0.0003%
Lead }‘é?ppm <2ppm
Clarity of Solution /Pass Pass

Color of Solution /. SBY, <BY;
Oxalate o <02% <0.2%
Copper Salt =0.0005% <0.0005%
Ferrite <0.0002% <0.0002%
Arsenic <0.0003%  <0.0002%
Orgaﬁic Volatile Impurities  Pass Pass

Result: The above product complies with BP2008/USP31 standard.

Manufacturer:Shijiazhuang Pharma.Wcisheng-Phar ":;"'a'-‘..f;; i RE F" -l ﬁﬁ%%
) | prd |3 1950 08 1
ALSHLI 1A PRENGICO...LTD,

i b
GRNERAL MAN? GED
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