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ABSTRAK

Mikonazol nitrat merupakan salah satu senyawa yang digunakan
sebagai antijamur di dalam sediaan topikal. Penelitian ini bertujuan untuk

memperoleh metode yang valid untuk penetapan kadar mikonazol nitrat

dalam sediaan krim seca pIS tipis-densitometri. Pemisahan

zat dilakukan silika gel 60 Fzs4
(Merck). #&& : ) ‘ kloroform-metanol-
dieti : “Tay] & ptdpol 12 mL

gan keeepatan*2004 selama

gan TLC scanme AMAG),

ag 20 . Penelitian

ini an nila as

kobO,?SB-Z,OO o denoan be steksi 0,059 dan batas
kuantM%Z Q-rats cha g angwkan adalah

98,32% deagal 3 )

pbesar O A rentang

ol nitrat dalam
tiga sediaan k gtetapkansden * e ctode ini menunjukkan
bahwa kadar yang terdagatip {3'san ewsesuai dengan etiket,
yaitu 2,09%, 2,06%, dan 2,16% atau 104,5%, 103,0%, dan 108,0%, dihitung
dari kadar yang tertera pada etiket (2%).

Kata kunci: mikonazol nitrat; krim; kromatografi lapis tipis; densitometri

iXx + 75 hlm.; gbr.; lamp.; tab.

Bibliografi: 20 (1983-2007)
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ABSTRACT

Miconazole nitrate is one of substance used as antifungal agent in
topical product. The purpose of this research was acquiring the method of

determination of miconazole nitrate in cream by densitometry using Thin

Layer Chromatography-DensitQa validated. The separation

was done on HPT At = > s chosen mobile
phase was n-hiexa 0 S - b: @k Samples

was extraéte g i;i ‘ emg P g d it was
centrifugs 4000 RPM.for ten e platesgwere stanipe LC

scanne RMAG) using UV-VisWietector at

nm. This resea

good linearttywalue @ methagl 0.99938nfCaliafation Te 0.75

limit of and 3

respectih average @ENI€EQ A oy 5 98.32%, H

n““‘-Fﬁ

standard deviali less

samples of micenazolewpitvaie cre W ' gpeentration of
miconazole nitrate 1M Se : ‘ . 1 with each labels,
namely 2.09%, 2.06%, ana ¢ “p‘-’ % and 108,0% counted
from the concentration showed on the label (2%).
Key words: miconazole nitrate; cream; thin layer chromatography;
densitometry

iX + 75 pages; pictures; enclosures; tables

Bibliography: 20 (1983-2007)

iv

Penetapan kadar Mikonazol..., Ryeke Medliyeni Rufyedi, FMIPA Ul, 2008



DAFTAR ISI

Him.
KATA PENGANTAR et [
AB ST RAK e iii
ABSTRACT i o, ... e e eeneenes )Y

DAFTARISI . v
DAFTARMGA £ ¥ Il Vil
DAFJBAF ; : viii
DARPARMLAMPIRAN o iX
1

JUAN PE 1A ... 4 3

BABAUAN PUSTAKA 'Y V. 4
mON ot IV W e 5

V. ey, _"’ 8

C. KROMAFEOGRA AP,

D.VALIDASIMEI‘ A B e, 19

E. METODE ANALISIS MIKONAZOL NITRAT ....oviiiiiiiiiininieiiinens 22
BAB Ill. BAHAN, ALAT, DAN CARA KERJA ...
A. TEMPAT DAN WAKTU ..o, 24
B. BAHAN oo 24
C. PERALATAN .o 25
\'

Penetapan kadar Mikonazol..., Ryeke Medliyeni Rufyedi, FMIPA Ul, 2008



D. CARA KERJA o 25

BAB IV. HASIL DAN PEMBAHASAN ...
A. HASIL PERCOBAAN ..o 34
B. PEMBAHASAN ..ot 37
BAB V. KESIMPULAN DAN SARAN ...

A. KESIMPULAN .......... 8 e ... 46

B. SARAN ..

(N
-
<o

Vi

Penetapan kadar Mikonazol..., Ryeke Medliyeni Rufyedi, FMIPA Ul, 2008



DAFTAR GAMBAR

Gambar Him.
1. Struktur kimia mikonazol Nitrat ...........cccoeeveiiiiiiiieee e 4
2. Skema cara penentuan Nilai Ry ......ccooeeeeiiiiieiiiiiiie e 50

3. Spektrum serapan |g
metano 3 B 51
4.
....... 52
5. [O0ram mikonazo
ampuran mikonazel nitf@t dagfipagin pada faSe ge
ilih ana-kigkofa malite@nolgietiar g0 25 5% & .. 53
6. m sera r | Ol [

‘oleh denga Sitc H M. 54
7 w ......... 55
8. Densi

matriks Kre=.. .. . ey o B RTR 56
9. Densitogram sa i 'ﬁwi’ ¥ | 57
10. Perbandingan spektrum serapan bercak sampel dengan

standar mikonazol NItrat ............cccccoiiiiiiiiiii e 58
11.  Sampel krim mikonazol nitrat ............ccceeeieieeiiiiiecee e, 59
12.  Alat TLC Scanner 3 (CAMAG) beserta komputer yang . dilengkapi

Program WINCALS .........uiiieeeeiiieeiiiiiiiseeeeeeeeereniiase e e e eeeeeesnnnna e aeeees 59

vii

Penetapan kadar Mikonazol..., Ryeke Medliyeni Rufyedi, FMIPA Ul, 2008



Tabel

DAFTAR TABEL

Him
Variabel metode ekStraksi ..........ccccoiiiiiiiiiiiiiieeeiee e 30
Komposisi mikonazol nitrat dan basis krim untuk uji perolehan
kembali ......ccccevveiiinnnn. o ., ... 31
Data fase ge i B 60
Data lingari : > $ ... 61

Hasil

m #1011 5] A

ardtan mikonazol nitrat ..

ah me ekstra

Olehan K ' ' . ...........} 5
Etapan kadar, on; M ¥ 66

-~ -

viii

Penetapan kadar Mikonazol..., Ryeke Medliyeni Rufyedi, FMIPA Ul, 2008



DAFTAR LAMPIRAN

Lampiran Him
1. Komposisi basis Krim ... 67
2. Cara memperoleh persamaan garis linear ...........ccccccevvvvvvviieenennn. 68

3. Perhitungan kepekaaf @naliSIS «....ooali. .....ooovvvvviieieeiiiee 69

4. Batas dg d s 70
5. Perhitungan simpanganibaku dankoefisien variasi |.....k.............. 71
6. 4 UjipEroleNanskemiba | Susime. T, .. ARy . k... 72
7. Rl M0an kadar mikonaae » : Nis i 73

an metode ekstraksifay. . ... ... 14

9. s mikenazol! : 2 : ... (5

iX

Penetapan kadar Mikonazol..., Ryeke Medliyeni Rufyedi, FMIPA Ul, 2008



BAB |

PENDAHULUAN

A. LATAR BELAKANG

Tingkat penderita g ndonesia pada saat ini bisa
dikatakan mag : in jul karena berbagai
macam I ' menjaga

kebegsi ine . £ ak L. Penyakit

kulit (Mbul karena ada K ur/fungi.

yarg disebabkan olEh gapat dibagi menja Aikelompok,
alpatal Pelmukas K0sa, dan

P*Dersifa iK ; ak jeniS

ang telah

dike inya beberapals Ne ing mengakibat cksi pada

manu%bra lain; E

a. Dermaigii Trichophyton,
Microsporu | Imbulkan  penyakit

dermatofitosis yan u, dan kulit kepala. Contoh
penyakit ini yaitu athlete foot (kutu air, tinea pedis) diantara jari-jari kaki.
b. Candida albicans, merupakan suatu jenis ragi yang kerapkali menyerang

mukokutan (mukosa mulut, usus, dan vagina)™®.

1
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Untuk mengatasi infeksi yang disebabkan oleh jamur ini, maka
digunakan obat-obat antifungi baik untuk infeksi sistemik maupun topikal.
Obat-obat ini telah banyak beredar dipasaran.

Sediaan obat yang beredar dipasaran harus memenuhi persyaratan

mutu yang ditetapkan. Salah satu parameter mutu obat adalah kadar zat aktif

yang terkandung di dalam sedi ietapkan kadar zat aktif ini
diperlukan metode z 13 Sisi yang tepat.
Pada penelitiafi in < : tiinikonazol

nitrat yang

-FA AllaKUKaHR

| kr@Matografi gas'™”, *

i)

cair ki i A : afi*™lap -denStome

v KT

ape & amaliSis cepat, dayd baik,
: :h emperwkembali
A ECildan dapat

menghitung kadar "Sampel” ya afigat kenda edangkan kekurangan

Metode- memi

memilikba keunggula

'[ o.~

peka, koIo

cuplikan, dap digt

KCKT yaitu membutuhkan ki 'tuf ati hal, dan membutuhkan
keahlian dalam pengoperasiannya®. Keunggulan dari metode kromatografi
gas hampir sama dengan KCKT, selain metodenya yang sensitif, spesifik,
dan cepat, metode ini juga dapat digunakan untuk analisa kualitatif dan
kuantitatif mikrosampel berupa gas, zat padat, atau cair. Kekurangan

kromatografi gas juga hampir sama dengan KCKT, selain itu kromatografi gas
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hanya bisa digunakan untuk zat-zat yang dapat menguap pada suhu dibawah
400°C dan tanpa disertai dengan penguraian®. Keunggulan metode
spektrofotometri yaitu waktu preparasi analisis yang relatif lebih singkat
dibandingkan dengan metode kromatografi, serta biaya yang relatif lebih

murah.

Pada penelitian ini akan adalah kromatografi lapis

tipis-densitome Al e a keuntungan vyaitu:

cara kerj@ld: : ng cukup baik,
relatifi ce a Bk Ll S sekaligus dan

e gerak,

tapatke ondi imum dari

gatografi IS tri figunaka enetapan

nazol nitrat d tersebut.

yo!e kromatografi lapis tipis-

2. Memperoleh metode analisis yang valid untuk penetapan kadar

1. Memperoleh kona‘

densitometri yang digunakan.

mikonazol nitrat dalam sediaan krim secara kromatografi lapis tipis-

densitometri (KLT-Densitometri).
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3. Menetapkan kadar mikonazol nitrat dalam beberapa sediaan krim yang

beredar dipasaran secara KLT-Densitometri.

o
-
= U

2
=
s

1-1;—-'
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BAB I

TINJAUAN PUSTAKA

A. MIKONAZOL NITRAT

1. Karakteristik Fisik dan

nidazol sintetik

D “ perbe eridau, berupa

nikcokristalin. MikepazolPhitrat memiliki ik lek ada suhu

8% C yang disertai dgkom

m

Cl

Gambar 1. Struktur kimia mikonazol nitrat

5
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Sinonim‘?;

a. 1H-imidazol.1-[2-(2,4-diklorofenil)-2-[(2,4-diklorofenil)metoksi]etil]
mononitrat

b. 1-[2,4-dikloro-B-[(2,4-diklorobenzil)oksi]fenetillimidazol mononitrat

Rumus molekul . C18H14C|4N20 . HNO3

1479
) ‘ s am etanol dan
( 0 anol 1:75,

Bobot molekul

Mikonazol ni

t [@dalam

itrat dalam metamol befiKkan serapan mak

panjang g g ‘ 70, =172

2. Farmhikonazol Nit @ K &

Mikonazglghiira

ergosterol yang menyebabkan permeabilitas membran sel jamur meningkat

dan dapat menghasilkan peroksida yang dapat menyebabkan lisis pada sel
jamur, serta dapat menyebabkan gangguan sintesis asam nukleat pada
jamur. Mikonazol nitrat ini digunakan untuk mengatasi penyakit kulit yang

disebabkan oleh jamur-jamur seperti Trichophyton, Epidermophyton,
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Microsporum, dan Candida. Contoh penyakitnya antara lain dermatofitosis,

tinea versikolor, dan kandidiasis mukokutan®®.

3. Farmakokinetik Mikonazol Nitrat

Mikonazol diabsorbsi bada saluran cerna. Konsentrasi

puncak pada 2J]ah pemberian dosis

1 g/hari. a. Mikonazol

pl
dimeta ' i it : pbakian secara
ora ite odicksresik [ bolit, dan

seKitar 907% dieksresikan dala @Situh pada faeces™sele 6 hari.

Hahy2 sedikit vaflg diabsofbsi apiSecara topikal! "
\ 4
Y

Vaitueracun bagi fetus

4, H Mikonazol Nitr3

-’

MikerazO!"padaye

pada binatang 0aR=5E 8ldma masa kehamilan.

Efek samping yang mu ggunaan secara topikal yaitu

iritasi, rasa terbakar, dan juga dilaporkan terjadi dermatitis kontak™,
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B. KRIM

Krim merupakan sediaan semisolid yang mengandung satu atau lebih
bahan berkhasiat, yang dilarutkan/didispersikan baik sebagai emulsi air
dalam minyak (A/M) atau sebagai emulsi minyak dalam air (M/A). Krim

memiliki penampilan yang tidak jernih, berbeda dengan sediaan semisolid

lainnya seperti salep yang temké rim maupun salep harus
mempunyai sifat ma R ‘ akaian dalam
waktu yang cukup S . amgkan. Krim
terutama dig *1g ] / - tepikal,
vaginal,

ream merupaka

dicuci dengan air,

cukup ks Basis K : ANt atu lapis

bersifat smeabel, sete niguap empat yang

Vanishing Miasa s Plougy, 'alaw

C. KROMATOGRA

1. Teori Dasar
Kromatografi adalah suatu teknik pemisahan yang didasarkan atas

perbedaan distribusi cuplikan diantara dua fase, yaitu fase diam dan fase

bergerak"¥. Sedangkan menurut Farmakope Indonesia edisi empat,
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kromatografi didefinisikan sebagai prosedur pemisahan zat terlarut oleh suatu
prosedur migrasi diferensial dinamis dalam sistem yang terdiri dari dua fase
atau lebih, salah satu diantaranya bergerak secara berkesinambungan dalam
arah tertentu dan didalamnya zat-zat itu menunjukkan perbedaan mobilitas

yang disebabkan karena adanya perbedaan adsorbsi, partisi, kelarutan,

tekanan uap, ukuran molek g muatan ion.

Teknik zat terlarut yang

terdistrib - gerak. Fase diam

bertigida : jat. atau cair.

Sed an. fase gerak.dapat b , iran. g berupa

zalipadatTyang aktif, maka“pEins ahannya didasarkam p proses

adsor at/s I padag.pe : dic eda ila fase

dig pa ca jal ag derdasa s partisi
zat/se di dalam dug ¢ H

%ark gerak. ya ' omw dibedakan

. 1 8802 romatography,

menjadi dua. gotonganybesa mato
GC) dan kromatografi cairaa-(liq . omatograpne . Salah satu contoh
kromatografi  cairan W‘n' tografi- lapis tipis  (thin  layer
chromatography, TLC)®.

Kromatografi lapis tipis (KLT) merupakan salah satu teknik yang
secara luas digunakan untuk pemisahan dan identifikasi obat-obatan. Teknik
ini mudah diterapkan pada obat-obatan baik yang terdapat dalam bentuk

murni, formulasi farmasetik yang terlebih dulu harus diekstraksi, dan pada
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cairan biologism. Selain itu kromatografi lapis tipis ini juga dapat digunakan
untuk memeriksa kemurnian zat, memisahkan dan mengidentifikasi
komponen dalam campuran, serta untuk analisis kadar satu atau lebih zat!®,
Kromatografi lapis tipis telah menjadi salah satu metode analisis yang disukai

terutama karena cara kerja dan alatnya yang sederhana, dapat dipercaya,

biaya relatif murah, dan sele yang cukup baik pada

berbagai macam prg e

Proses piSiumumnya

didasarkag p (S Uk da jenis

zat penys 2Na yang

diguna
tode togrdii.lapis RSN, 4f jerakiberge alalui

aksi kap ewati > i ada suad gga

yang cocCt eperti  pelat as, ‘ I@mbaran alum Bila
campuran M}bat dii Iﬁ : 1 mbarwengan
fase gerak, makagbaha IK ,=| glpeng pada

kecepatan yang berbeda; tc Lor: Akl asmg-masing zat dan
kemampuan ikatan hidrogen, terpisah’”).
Kromatografi lapis tipis terdiri atas kromatografi lapis tipis konvensional
dan kromatografi lapis tipis kinerja tinggi (high performance thin layer
chromatography, HPTLC). Kromatografi lapis tipis kinerja tinggi digunakan

untuk analit dengan konsentrasi nanogram (10° gram)\'®. Pada KLT jenis ini,

dengan volume penotolan sampel yang kecil dapat memberikan ketajaman
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11

pemisahan yang tinggi dengan waktu analisis yang sangat singkat
dibandingkan dengan kromatografi lapis tipis biasa!'>'®.
Prosedur dasar kromatografi lapis tipis meliputi beberapa tahapan

berikut, yaitu'";

a. larutan sampel ditotolkan pada lempeng dalam bentuk bercak atau garis

b. pelarut sampel dibiarkag mpeng

o

. lempeng dj it 3 t g telah dijenuhkan

yang atau

¢ F. . ; ! arak nerpindahan bereak ditandai

a kering

g. J¢ dihilang [ 2Ng
h. jik tidak berwat 2K berfluoresen, makadgunakan

. -
. S

Fase Dar ", i

Fase diam yang digunakan dalam KLT merupakan penjerap berukuran

kecil dengan diameter partikel antara 10-30 um. Semakin kecil ukuran rata-
rata partikel fase diam dan semakin sempit kisaran ukuran fase diam, maka

semakin baik kinerja KLT dalam hal efisiensinya dan resolusinya‘®.

Penetapan kadar Mikonazol..., Ryeke Medliyeni Rufyedi, FMIPA Ul, 2008



12

Lapisan tipis dari fase diam dilapiskan pada suatu penyangga yang
cocok berupa lempeng yang terbuat dari kaca, alumunium, atau plastik,
dengan ketebalan 250 ym. Sebagian besar fase diam merupakan adsorben
(silika gel dan alumina) dan pemisahan zat yang dihasilkan disebabkan oleh

adanya interaksi antara bahan aktif obat dengan permukaan fase diam. Fase

diam lainnya (selulosa) bekerja artisi antara fase diam dan
fase gerak. Bila fag ap , maka sistem
kromatografi terse i enigan pelarut
organik noh-| ) 8, DIl s s 2 diagkan

dengan f i ' ' ogi u disebut.sistEN [ase alik.

yaitu silika gef

Kieselguh

3. Faseb”s)

-

PemilingRgafast : m3 SFUD e, CAMpPUran

beberapa pelarut, “tergantung«kepade awa-Semyawa yang akan
dipisahkan dan fase diam yag@®di W“r t yang akan digunakan
sebagai fase gerak sebaiknya memenuhi beberapa persyaratan, antara lain:
a. pelarut harus mudah diperoleh dalam bentuk murni dan relatif murah

b. stabil terhadap udara atau bila dicampurkan dengan asam atau basa

c. mudah dihilangkan dari lempeng setelah proses elusi selesai dilakukan

d. bersifat non-toksik
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e. tidak bereaksi dengan zat yang akan dipisahkan.

Sebaiknya fase gerak hanya digunakan untuk satu kali proses
pengembangan/elusi saja. Hal ini disebabkan karena komposisi fase gerak
dapat berubah akibat:

a. adanya penguapan dari salah satu komponen fase gerak yang memiliki

titik didih yang lebih rege p bejana dibuka
b. penyerapa S : e diam
c. adan : ; disebabkan oleh

gle

ava elusi fasg=gerak Narusidiattr sedemikia ya nilai Ry

ik isahan

ara 0,3-0,7 untukfime [ an pemisahan.™C
e gerak

larut Y arti juga

g bersifat se@ olar seperti

wmeningkatkan

BENZEen

N

4. Penotolan Sampel

Sebelum ditotolkan, sampel terlebih dahulu diekstraksi dari campuran

atau dilarutkan dalam pelarut yang sesuai. Untuk menghasilkan penotolan

sampel yang baik, pelarut yang digunakan harus mudah menguap karena
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pelarut yang tidak mudah menguap akan menyebar pada lempeng dan
sampel pun akan ikut terbawa‘'®.

Pemisahan pada kromatografi lapis tipis yang optimal akan diperoleh
jika sampel ditotolkan dengan ukuran bercak sekecil dan sesempit mungkin.

Jika sampel yang digunakan terlalu banyak, maka dapat menurunkan

resolusi. Penotolan sampel yang enghasilkan bercak yang

menyebar dan pung ay ibilitas, volume

sampel yang ditot al ng akan
ditotolkan deb S5 i sccara
. . ! )

bertahap dilaktkan pengeringa Blan!'®

5. Pengénibangan/e J

Bbpel telah ol A al ap  selanjut alah
mengemban%sam out o g"*-,q.- e krom

/

Ada Dbeberapa™=ekni 3 0 pengerrioangan  dalam

afi yang

sebelumnya telaf,dijEnt

kromatografi lapis tipis, yaitu ambangz paik (ascending), menurun

(descending), melingkar dan mendatar''®

. Pada pengembangan menaik,
ujung bawah lempeng/kertas dicelupkan ke dalam fase gerak, sehingga
memungkinkan fase gerak merambat naik pada lempeng oleh gaya kapiler.

Teknik pengembangan menurun dilakukan dengan meletakkan bagian bawah

lempeng (bagian yang dekat dengan totolan) di atas, pemisahan terjadi
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dengan adanya gaya gravitasi®. Pada pengembangan mendatar, prinsipnya
hampir sama dengan pengembangan menaik, perbedaan hanya terletak

pada posisi lempeng yang mendatar!®.
6. Deteksi Bercak'®

Bercak j : an bercak yang tidak
berwarnaliKe sikaimaupun kimia.

Caradfis an i/b 3 - bawah lampu
ultr gf.yvang dipasang pads 0 gelomb 366 nm.

Seda ecara kimia "Qerca dideteksi denga nenyemprot

g"KLT dengar BN | ikyang akan bereaksi'secara kimia

jadi be Selain itu,
berca ga dapat $ nggunakandeer pada
densiw, ya (l y : yanwﬂeksikan dari

L. ZAh D

deng h zat

permukaa@elenipe Rgan alau lampu sinar

tampak. Zat-zatyang mamp 2Ny qi anaicatat sebagai puncak.

7. Penggunaan KLT

Metode kromatografi lapis tipis dapat digunakan untuk tujuan analisis

kualitatif suatu senyawa, kuantitatif, dan juga analisis preparatif.
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a. Analisis kualitatif

Kromatografi lapis tipis dapat digunakan untuk uji identifikasi senyawa
baku. Parameter yang digunakan pada analisis kualitatif adalah suatu faktor

yang disebut dengan faktor retensi (R:)"®. Faktor retensi ini didefinisikan

sebagai perbandingan antara jag B(is awal dengan jarak yang
ditempuh oleh fasg Ak ) pengaruhi oleh
beberapa hal, Aanta c . daffase diam,
pemilihan jfas - ha * pelk yang
ditotolka KEMa carapenentud WiRFOapat dilibat pada

efyawa uji (analitifgiidentifikagiFdengan membandigaainilai

Rt ana ut dengan senyal ‘ yadaempe ang Safa dan

oo od

b. Analisiswtif
i S gunakan untuk
ar secara kromatografi

Analisis kuan
lapis tipis ini dapat dilakukan dengan menggunakan beberapa metode, yaitu:

kondisi

menetapkan kadar suatu sen
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1). Scrapping and elution (dikerok/dikumpulkan dan dielusi)

Penetapan kadar dapat dilakukan setelah mengikis/mengerok zona
analit yang terpisah pada lapis adsorben dengan menggunakan spatula,

mengumpulkan sorben, dan memperoleh kembali zat melalui ekstraksi.

Sorben yang telah dikg e dalam tabung sentrifus dan

dihomoge ey : an supernatan yang

jernihgdia : , itrasi, kromatografi
gas, ' : ahan yaitu
pgkinan terjiadi alahai

‘engukuran Lol M afclal memotongdmmbang
%am b iy Sknyé m ke%meter dan

menghitkag

3). In situ densitometrlI u ;
Densitometri merupakan suatu metode penetapan kadar yang
menggunakan alat untuk mengukur serapan visibel atau UV, dan

fluoresensi pada suatu lapis tipis. Penentuan kadar analit dilakukan

dengan membandingan luas puncak analit dengan luas puncak bahan
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standar, maka konsentrasi analit kemudian akan dapat dihitung. Metode
ini adalah metode yang paling luas digunakan dibandingkan dengan
metode lainnya. Pengukuran dilakukan dengan cara mengukur intensitas
cahaya yang melewati lempeng (transmisi), pemantulan cahaya dari

lempeng (refleksi), atau gabungan dari keduanya baik menggunakan alat

scanning single beam maup

Tujuan pe ah bercak yang
terdapat pada . , ilikik sejumlah
puncakd y: i : J pincak

berh ap. dengan.jasak DEerp ; Yercak pada. lempeng:=6

pun atad area berkaitan defiganSkbnsgiMrasi zat pada D€

sitg M ikl sumber cahMen
atau Iarwgste sib = = : k Uwampu

“r oresensi),

sebuah monokroma j ata gt emilah panjang

yan(

direfle Slewati B

a umum alat

merkuri dengag

gelombang, sistem opti or peka cahaya, sistem

pembaca/rekorder, dan “stage” yang dikontrol oleh motor yang dapat

menggerakkan lempeng melewati berkas sinar monokromatis.
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c. Analisis preparatif

Analisis preparatif ditujukan untuk memisahkan analit dalam jumlah
yang banyak lalu senyawa yang telah dipisahkan ini dianalisis lebih lanjut,

misalkan dengan spektrofotometri atau dengan teknik kromatografi lain!®.

D. VALIDASI |

O 1

* 2 ' ian terhadap

ar ferte HA Sark aan Ia =ife .U il bUktikan

baliwd parameter tersebut emenlihi syaratan untuk“penggilaannya.
Tujuam&tama 2 : A DA metode analisis yang

digt gmpu i ; dan ha gga dapat

dapa caya. Parameterin ] ang divalida sebut yaitu
kecerm (akur. elekti\@! (spesifisitas),
linearitas iatl OD dan LOQ),

ketangguhan,
1. Kecermatan (akurasi)
Kecermatan adalah ukuran yang menunjukkan derajat kedekatan hasil

analisis dengan kadar analit yang sebenarnya. Kecermatan dinyatakan

sebagai persen perolehan kembali atau recovery. Ada dua cara untuk
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menentukan akurasi, yaitu metode simulasi atau spiked placebo recovery,
dan metode penambahan bahan baku atau standard addition method. Persen
perolehan kembali dinyatakan sebagai rasio antara hasil kadar yang
diperoleh dengan kadar yang sebenarnya. kriteria cermat diberikan jika hasil

analisis memberikan rasio antara 80-120%.

2. Keseksamaan (p

Ni A|3 sesuaian

Kesék 3 LI g

antara h3 jisindividual ditkur mefaligpenyebaran.hasil individ rata

jika pro ditefapkan secara besulan@fpad@fsampel-sampel yang diambil

dari ca

D yangi#hemoge esek angent ggai pangan
baku angan 3 ari eseksd apat
dinyataihagai keterulang N eatability) atau ruan

; i de Merikan

(reproducibility). gKriteria «seksaii herik

simpangan bakugeld

3. Selektifitas (spesifisitas) 4 v

Selektifitas atau spesifisitas suatu metode adalah kemampuan metode

tersebut untuk mengukur zat tertentu secara cermat dan seksama dengan
adanya komponen lain yang mungkin ada dalam matriks sampel. Selektifitas

seringkali dinyatakan sebagai derajat penyimpangan (degree of bias) dari
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hasil analisis sampel yang mengandung pencemar, hasil degradasi, senyawa
sejenis, senyawa asing lainnya dibandingkan terhadap hasil analisis sampel
yang tidak mengandung bahan lain yang ditambahkan. Pada metode analisis
kromatografi, selektivitas ditentukan melalui resolusinya (Rs). Pemisahan

kromatogram yang baik diperoleh bila nilai resolusi lebih besar dari 1,5.

4. Linearitas dg

e 3 e , iemberikan

angd Secaradangsung atadidéngan bantuan transSiorm atematik

ya patk," proporsional hadap sentrasi ana sampel.

Sedanokan ren - adala ) an bhata ' h da gi analit

yang Ftunjuk [ : ecerma amaan,

as, yang dap

-’

5. Batas deieksid

Batas deteksi !!Q‘j Hwi' »&CJ analit dalam sampel yang

dapat dideteksi, yang masih memberikan respon signifikan dibandingkan

\o

=Ye 1) dan

dengan blanko. Sedangkan batas kuantitasi (LOQ) merupakan parameter
pada analisis renik dan diartikan sebagai kuantitas terkecil analit dalam

sampel yang masih dapat memenuhi kriteria cermat dan seksama.
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6. Ketangguhan metode (ruggedness)

Ketangguhan metode adalah derajat ketertiruan hasil uji yang
diperoleh dari analisis sampel yang sama dalam berbagai kondisi uji normal

seperti laboratorium, analisis, instrumen, pereaksi, suhu, dan hari yang

berbeda. Ketangguhan biasan agai tidak adanya pengaruh

perbedaan operasi g . gguhan metode

merupakan re ] DI antara

laboratori
opusiness)

validasi ta lu dibUe

metodolog g kecil dan te gevaluasi re

E. METODE ANAL I

1. Penetapan kadar mikonazol nitrat dengan menggunakan kromatografi
gas (GC), dengan kolom 1,2 m x 2 mm yang berisi bahan pengisi 3%
fase diam G32 (20% fenilmetil — 80% dimetil polioksan) pada partikel

penyangga S1A (tanah silika untuk GC). Suhu injektor, detektor, dan
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kolom masing-masing 250°C, 300°C, dan 250°C. Gas pembawa

helium, dengan laju alir 5 mL/menit®.

2. Spektrofotometri derivatif, penetapan kadar mikonazol nitrat dalam

krim didasarkan pada proses ekstraksi dan menggunakan baku dalam

methylene blue. Lag i adalah metilen klorida, yang

kemudig idu kering dilarutkan
fotometer UV-
- dda panjang

¥ )¢ ing inggi peng kolom

an 4,6

‘alir 10 mLf

dung ke 4. dengan

om dijaga p sihu 45°C.

\o

or UV padampanrjang ¢ 225,

an fase diam silika
gel 60 Fos4 n-heksan-kloroform-metanol-
dietilamin (50:40:10:1). Zat diekstraksi dari krim menggunakan pelarut
kloroform-isopropanol (1:1). Zat yang telah dipisahkan, diidentifikasi
dengan sinar UV dan ditetapkan kadarnya dengan densitometer pada

panjang gelombang 220 nm®.
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BAHAN, ALAT, DAN CARA KERJA

A. TEMPAT DAN WAKTU

Penelitian dilakuka Kimia Farmasi Kuantitatif

Departemen F¢ I stember 2007 hingga

Mei 2008 '
Baha /8 digunaka i ‘

k), KIO (Merck),

Mik at (FDG ,
Hek p.a (Merck), : H ), Ammonlud ida p.a
(Merck)%m as 2V I::f K)ok Y Bahaw krim (asam
stearat, setilalko M ¥ larutan sorbitol
70%, polisorba “ rimgikonazermitrat (dari tiga pabrik

) o) (L OQ[ . S
yang berbeda). 4 v

24
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C. PERALATAN

1. Densitometer (TLC Scanner 3, CAMAG), dilengkapi dengan program
komputer Wincats

2. Lempeng HPTLC silika gel 60 Fzs4 (Merck)

3. Bejana KLT (CAMAG)

4, Spektrofoto -

5. Alat ultr@So S ol 40 '

6. AI 1SE (¢ [ * ® r)

7. Ve X

8. '

-
D. CARA KM‘ h

1. Pembuatan spek ' it ﬁ

a. Pembuatan larutan standar mikonazol nitrat
Mikonazol nitrat ditimbang secara seksama sebanyak 25,0 mg,

kemudian dimasukkan ke dalam labu ukur 50,0 mL dan dilarutkan dengan

lebih kurang 10 mL metanol. Cukupkan volumenya dengan metanol hingga
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tanda batas, diperoleh larutan standar mikonazol nitrat dengan konsentrasi

500 pg/mL.

b. Pengukuran spektrum serapan mikonazol nitrat

Larutan standar mike at dengan konsentrasi 200 pg/mL

dengan cara j iK p| nitrat 500 pg/mL.

Serapan nm secara
spekiifo
2. PemithanTase gerak '
erak ya C f ebagai berikut:
hsana klorofrm-me H il 50:40:10:1)"
b. n; ana k i ﬂj\l ‘ Sidwlo:l)@)

d. n-heksana=kleroro

Larutan standar onsentrasi 200 pg/mL dan
larutan nipagin dengan konsentrasi lebih kurang 20 pg/mL serta larutan
campuran mikonazol dan nipagin dengan konsentrasi masing-masing 200
pg/mL dan 20 pg/mL, ditotolkan sebanyak 5 puL menggunakan mikrokapiler

secara manual pada lempeng KLT, dengan titik penotolan 15 mm dari tepi

bawah dan jarak antar penotolan 9 mm. Lempeng kemudian dielusi pada
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suhu kamar menggunakan masing-masing fase gerak. Elusi dilakukan
sepanjang 6 cm. Lempeng dianalisis dengan densitometer menggunakan
panjang gelombang analisisnya. Diamati R, keterpisahan, kekompakkan dan
intensitas bercak mikonazol. Pilih fase gerak yang memberikan hasil yang

paling baik.

3. Penentuan pag dengan KLT-

densitome

La mesiaftdar mikenazol ‘ nipagidamasing-masi

dengankeasentras 200 pg/mL dage20 ggfmL giditotolkan 5 pL padaicppeng

KLT, denga pes an 15'min dari tepirba dan a antar-penotoian

9 mm. .| Kemudié USs : u menge ase

gerak tembmpeng dideteksi ‘ (alh @epsitometer pa Jang

2igleh dar

gelombang MUM _ake gukuran

dengan mengguiRaka grapan dan
panjang gelombang i ﬁ ratperdasarkan densitometri.

‘.’

4. Pengujian linearitas
Larutan standar mikonazol nitrat dalam methanol dibuat dengan

konsentrasi 150,0; 200,0; 250,0; 300,0; 350,0; dan 400,0 pg/mL. Masing-

masing larutan standar ditotolkan sebanyak 5 pL, dengan titik penotolan
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15 mm dari tepi bawah dan jarak antar penotolan 9 mm. Lempeng kemudian
dielusi pada suhu kamar menggunakan fase gerak terpilih. Elusi dilakukan
sepanjang 6 cm. Setelah elusi selesai, lempeng dikeluarkan dari bejana dan
dibiarkan beberapa menit untuk menguapkan eluen. Lempeng dideteksi

menggunakan densitometer pada panjang gelombang analisisnya. Diperoleh

persamaan garis dan kurvz

5. Pene ( }
L = HantitaSiedinituno statistik

bef@asSarkan persamaan gariSikeg linig@*dari kurva kalibra

trasw 250,0; dan

400,0 pglaak O Y da _leaiBend™ KL k.. Masing-masing

gngan (p

penotolan sebanyak*s Ll : DeRELOla dari tepi bawah dan
jarak antar penotolan 9- ian dielusi pada suhu kamar
menggunakan fase gerak terpilih. Elusi dilakukan sepanjang 6 cm. setelah
elusi selesai, lempeng dikeluarkan dari bejana dan dibiarkan beberapa menit
untuk menguapkan eluen. Lempeng dideteksi menggunakan densitometer

pada panjang gelombang analisisnya. Tentukan koefisien variasi dari masing-

masing konsentrasi.
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7. Penentuan metode ekstraksi sampel

Sejumlah sampel krim mikonazol nitrat ditimbang secara seksama
yang setara dengan 10 mg mikonazol nitrat (+ 500 mg), dimasukkan ke

dalam tabung sentrifugasi. Kemudian ditambahkan dengan 12 mL metanol,

dispersikan dengan vortex selas 8anikasi larutan selama lima

menit pada suhu 4 menit dengan

kecepatan 40{ . yaflg disebut
supernatai. - ok g g dengan

menggu C Aanda

batas. Pé etg ekstraksi (€MD ah
banyaknyza - g ' a aksi de 8 Kri
kadar ya Eh aka L& dé ofs

va ekstraksi yang wel H‘ Al

ekstraksi dee la N peic
Y 7
o

( a SC

metode ekstraksiselapna

1-32
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Tabel 1

Variabel metode ekstraksi

Kondisi Ekstraksi

No Ekstraksi Vorteks Sonikasi Sentrifugasi
lama  suhu lama  Kecepatan lama
(menit) CC)  (menit) (RPM) (menit)
1x12mL : ( 5 4000 10

2X6 4000 10

g-masi » - kstraksi,

dit pada penote dari tepi
baWjarak antar npeng kemwsi pada
suhu"‘I menggunak " Elusi dilak epanjang 6

cm. Setela! e sai,
beberapa

densitometer p”‘
sitas be

kekompakkan, dan inten

arka sejana dan dibiarkan

eksi menggunakan

imDiamati keterpisahan,

ari densitogram yang terbentuk, dipilih
metode ekstraksi yang memberikan bercak dengan intensitas dan

keterpisahan yang paling baik.

Penetapan kadar Mikonazol..., Ryeke Medliyeni Rufyedi, FMIPA Ul, 2008



31

8. Uji perolehan kembali (akurasi)

Uji perolehan kembali menggunakan krim mikonazol nitrat dengan tiga
konsentrasi berbeda, yaitu 1,6%, 2,0%, dan 2,4%. Masing-masing

konsentrasi tersebut dibuat pada cawan dengan mencampurkan mikonazol

nitrat dengan basis krim. Basig | asam stearat 14%, setil
alkohol 1%, isopropi [ arutan sorbitol

(70%) 3%, paliso . - g ek 100%*9).

Basis krimite 3an 6 ﬁ he

Larutan orbat.60. dan i dilarutkamsdalan aguae

telah di

ingga suhu 808& d: gélas piala. Campuram e

diaduk ) Nput api*bataiopenga

stearat, palmi 5 orbitan qrat

dicampMm cawan I ol P u 80°C hing cair
mengguna%amg : - Dal air, Man di

B_menit.

dalam homogei
Berat mikondzo i
perolehan kembali dapat dilihag@ati2 i-uf

Tabel 2

pang untuk uji

Komposisi mikonazol nitrat dan basis krim untuk uji perolehan kembali

Bahan A B C
Mikonazol nitrat 16 mg 20 mg 24 mg
Basis krim adlg adlg adlg
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Mikonazol nitrat ditimbang secara seksama, kemudian dimasukkan ke
dalam cawan dan ditambahkan basis hingga berat yang diinginkan.
Campuran tersebut dihomogenkan, kemudian ditimbang secara seksama

sebanyak tiga kali, yang setara dengan 10 mg mikonazol nitrat (£ 500 mg).

Krim yang telah ditig ig-masing cawan dimasukkan ke
dalam tabung if K gan menggunakan
metode gkst Di A ASI rakiditotolkan 5 pL
padadle ) i i ah dan jarak
anta - t ' *mudiagedielus™pad u kamar
mehggunakan fase gerak té usigdlakukan sepanjang © setelah

elusj < ai, ler g dikelu: bejans 1 rapa menit

unft Jeapkan & ampe let enggunt itometer

pada ang gelomb

kembM

ukan perse perolehan

9. Penetapan

a. Persiapan sampel

Sejumlah sampel krim mikonazol nitrat ditimbang secara seksama

yang setara dengan 10 mg mikonazol nitrat (+ 500 mg), kemudian masukkan
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ke dalam tabung sentrifugasi. Ekstraksi sampel dengan menggunakan
metode ekstraksi terpilih.

b. Persiapan larutan standar

Standar mikonazol nitrat dilarutkan dalam metanol hingga diperoleh

larutan standar dengan konsentg

c. KLT-densitamet

sampel [darfaratan standar ditotolkan * pafla lempeng

Ba omatoqrafimdiienuh? AN faseagera

penotolan m dagiftepT baWal,dafy jarakiantafpenotolanse m

kemudia pada su 2 e gerak usi

dilakukan ang 6 cm. getelah A cgalplempeng dikelt dari

bejana darw(am : i i Ak %peng

dideteksi menqgguinak

Hitung kadar mikonaz@
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BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

A. HASIL PERCOBAAN

1. Spektrum serapan

0,2599 vyang

kirG ’ 1z : adalah pada

gelgmbang 4 n KonSentrasi Jagutan Mk itrat 200

m serapan dapait di pagle Gambar 3.

2] erpilih ‘ ‘ :
%erak 2Rg r/\ ; | mik I nitrat adalah
n-heksanagklo ‘f gafagnilai Rf sebesar

0,53. Fase ge C . dari fase gerak dengan

komposisi  n-heksana= f Iamln (50:40:10:1)  vyang
menghasilkan nilai Rf mikonazol nitrat sebesar 0,88. Nipagin yang dielusi
dengan menggunakan fase gerak terpilih menghasilkan nilai R sebesar 0,26.
Densitogram mikonazol nitrat dan variasi nilai Ry masing-masing fase gerak

dapat dilihat pada Gambar 4 dan Tabel 3. Densitogram mikonazol nitrat,

34
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nipagin, dan campuran mikonazol nitrat dan nipagin dapat dilihat pada

Gambar 5.

3. Penentuan panjang gelombang maksimum analisis dengan KLT-

densitometer

Panjang gelqQ a70| nitrat yang
diperoleh deng ; ‘ Daki tahap ini
diperoleh dju C T nm.

Spektru 2 i pac0in dapatdilihat pada

4. Kurvak si (lin

Khrasi mikonazol nitr: K © d
Persa% gar ; .n.a 2 1 77w
Koefisiengsarelas " D003 1"

Kepekaan analts

&
b d

Data selengkapnya dapat dilihat pada Gambar 7 dan Tabel 4.
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5. Batas deteksi dan batas kuantitasi

Batas deteksi untuk mikonazol nitrat pada percobaan ini adalah 0,0595
Mg, sedangkan batas kuantitasinya adalah 0,1982 ug. Data selengkapnya

dapat dilihat pada Tabel 5.

6. Uji keterula

) 1i daypercobaan
ini perlKan nilaikeefisien Valie 0 ‘ ya dapat

pada Tabel 6.

,..‘-—‘ -~ : ﬂ p%cobaan ini
adalah mgiede™e J deng m‘ gnganasdengan volume

metanol 12 mL pada seliap- eks 0°C. Kadar sampel
yang dihasilkan adala apnya dapat dilihat pada

Tabel 7.
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8. Uji perolehan kembali (akurasi)

Hasil uji perolehan kembali mikonazol nitrat dalam matriks krim pada
konsentrasi 1,6% adalah 96,30%. Pada konsentrasi 2,0% persen perolehan

kembali yang diperoleh adalah 100,17% dan pada konsentrasi 2,4% adalah

98,49%. Dari hasil tersebut dig perolehan kembali rata-rata

mikonazol nitrat se at dilihat pada

Gambar 8 da

9. Kadar

% atau 2%, dih . A pada e

Ka -rata mikonz 2 adalah

% atau 1039&3%

Kadar ra

2!’;46
e

6 + 0,0814
9 ,0+4,07%:,%€ i A ‘.-..;- .
A)atauE:::\ :e::;;)kapnya n [ ! n r dan TaIb:ItQ.

B. PEMBAHASAN

Mikonazol nitrat merupakan senyawa kimia turunan imidazol sintetik

yang berwarna putih/mendekati putih, tidak berbau/hampir tidak
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berbau,berupa serbuk kristal/mikrokristalin, dan relatif stabil®®. Mikonazol
nitrat dalam sediaan krim digunakan sebagai obat anti-jamur yang
mempunyai spektrum luas. Diduga mekanisme kerjanya sebagai anti-jamur
adalah dengan menghambat sintesis ergosterol yang menyebabkan

permeabilitas membran sel jamur meningkat dan dapat menghasilkan

peroksida yang menyebahl jamur®.

Penelitig pndisi optimum dari
metode ‘ ‘ j niuptuk penetapan
kada ik : ) but. Metode

kro giall 13apIs tipisadensito pNaiReDilin kakena cara Kegid alat yang

kup baik, rele , dapat

bel™ s igus d8 imultan,

am da ak, serta

dala%g silika gel

60 Fos4 beg ol-r arena lempeng

yang digunaka yang digunakan bersifat

non polar, maka S|stem4: "L'Hl‘ igunakan disebut dengan KLT

fase normal. Lempeng terlebih dahulu diaktifkan selama sepuluh menit

dengan cara dipanaskan di dalam oven pada suhu 110°C, tujuannya untuk
menghilangkan uap air yang terdapat pada lempeng. Uap air ini mungkin
diserap oleh lempeng selama proses penyimpanan. Adanya uap air pada

lempeng akan menambah/meningkatkan polaritas dari lempeng dan akan
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menurunkan aktifitas lempeng, sehingga akan mengakibatkan nilai R¢ yang
diperoleh menjadi lebih besar daripada yang sebenarnya.

Penotolan pada lempeng KLT dilakukan dengan menggunakan
mikrokapiler dengan kapasitas 5 yL. Penotolan ini dilakukan secara manual,

dimana larutan zat ditotolkan sekaligus tanpa disertai pengeringan antar

totolan. Penotolan harus dilak aati, karena penotolan yang

tidak tepat akan me ill : d cak ganda‘®.

Tahap penoto 3 5 ‘ amkesalahan

analisis kua i 0od¢ alk saat

pengamp =TaVir: ikrgkapiler L dak tegsi. pentf ole tan

tersebu akipatnya analisis i tids akurat. Olen are itu
pengambilaf®aruta g ditctalkan : uantitatf, yaitu

mengisi er dent u

gga penu ain
penotolhkan sekalig ta geringan a ptolan
adalah unthhin -

penggunaan pgle

_ mikr r akibat
»

S ' el yang Hdlapmiuga akan

mempengaruhi akurasrde ii“iqs . -
Q‘e W’ }gan, bejana kromatografi

Sebelum dilakukan pr
harus dijenuhkan terlebih dahulu dengan menggunakan fase gerak.
Penjenuhan dilakukan dengan cara melapisi bagian dalam bejana
kromatografi di tiga sisi menggunakan kertas saring dan kemudian fase
gerak dimasukkan kedalam bejana. Tutup bejana dengan rapat dan biarkan

bejana jenuh dengan uap fase gerak selama 30 menit’”). Namun pada
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penelitian ini penjenuhan bejana dilakukan selama dua jam, hal ini
disebabkan karena bejana yang digunakan cukup besar sehingga
membutuhkan waktu penjenuhan yang lebih lama. Setelah itu lempeng
dimasukkan ke dalam bejana dan lempeng dielusi sejauh 6 cm. Berbeda

dengan lempeng kromatografi lapis tipis biasa, lempeng HPTLC dapat

memberikan pemisahan ya# da jarak pengembangan/elusi 3-7

cm. Sedangka 0 IS a memberikan hasil
pemisahaily:

dépsitometer.

JUnakaReabsord <af senyawa

rat memiliki g g Sumber cahaya yanggdigunakan

00-4006 eksi eksi dimana jsumber

enuju d an ke mpeng.
Caha ang dipantul itangkap ©leh | detektor dan J dalam
bentuwk d kan MB,OO x 0,30

“-( anpada lebar bercak

hasil penotolar. ) dig : eseluruhan bercak

mm, MikromslR2e

yang dihasilkan sehinggasghalis asil yang akurat.

Kegiatan optimasi kondisi analisis pada penelitian ini dimulai dengan
mencari serapan maksimum mikonazol nitrat menggunakan spektrofotometer
UV-Vis. Panjang gelombang maksimum yang diperoleh dari spektrum
serapan mikonazol nitrat dengan konsentrasi 200 ug/mL adalah 272,4 nm.

Namun analisis selanjutnya tidak dilakukan pada panjang gelombang
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tersebut, melainkan dengan menggunakan panjang gelombang maksimum
yang diperoleh dari spektrum serapan mikonazol nitrat yang diukur
menggunakan densitometer, yaitu pada 203 nm. Hal ini disebabkan karena
pada panjang gelombang 272,4 nm densitogram mikonazol nitrat yang

diperoleh kecil.

Penentuan panjang gelg aum dengan densitometer
dilakukan dengan e K p| nitrat dengan
konsentrasi Lempeng
kemudian g di K2 [ . : terpilih.

Lempeng 8tekST™ menggunakan "dgRsit@meter pada_pan|afg. ge pang

maksim yarg  diperoleh

o[ pefguk@iFan  dengan engguaakan

SpektrO F y pdda Z 4 di O gram olp OI

nitrat. miko it \ : dipin@ agi

pada rent3 Jang gelombang2 paka diperolé
serapan ma tometw pada
203 nm.

Fase gerak y anol-dietilamin
(50:40:10:1), n-heksana-klor. ium hldroksida (60:30:
10:1), dan kloroform-metanol-buffer asetat (85:15:1). Ketiga komposisi fase
gerak tersebut menghasilkan pemisahan bercak dengan nilai Ry masing-
masing 0,88; 0,85; dan 0,96. Oleh karena nilai Rs yang dihasilkan terlalu
besar, maka dilakukan optimasi terhadap salah satu fase gerak, sehingga

akan dihasilkan nilai Rfyang cukup baik untuk analisis kuantitatif, yaitu antara
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0,3-0,7. Pada kisaran ini, dipastikan zat akan terdistribusi lebih baik pada
daerah kromatogram. Optimasi dilakukan terhadap fase gerak n-heksana-
kloroform-metanol-dietilamin yang komposisinya diubah menjadi 70:25:5:1,
dihasilkan pemisahan bercak dengan nilai Rs sebesar 0,53 (Gambar 6).

Perbedaan polaritas pada fase gerak mempengaruhi nilai Rs.

Fase gerak terpilih } an untuk mengetahui R¢ nipagin,
tujuannya unt z at sah dengan baik dari
mikonazgl¥ n : g . pagin terpisah

dengan 520 i oleh nilai R

nip3 ng~dihasilkan yai zol nitrat

m gnyatnilai Ry sebesar 8583 ((

dasi ode dimul3 3 EMbUa Irva rasi untuk
me patas d ; : : serta @ . Kurva
kalib diri dari 6 kofSe nitrz g 150,6 ug pai 401,6

pg/ml_w), f 5 snchasilks GKSM Mg, batas

ik yaitu 0,9993

kuantitasi 4@
dengan persa x. Validasi metode
selanjutnya adalah uj ndar yang sama disuntikkan
sebanyak 6 kali dari tiga konsentrasi yang berbeda. Hasil data
keterulangannya menunjukkan koefisien variasi (KV) yang cukup baik yaitu
dibawah 2%.

Selanjutnya dilakukan pemilihan metode ekstraksi sampel, dengan

menggunakan pelarut metanol dengan volume yang sama yaitu 12 mL, tetapi
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dengan jumlah pengulangan yang berbeda dan suhu pada alat getar yang
berbeda pula, yaitu pada suhu 40°C dan 50°C . Sampel krim yang telah
ditimbang, ditambahkan dengan pelarut metanol. Kemudian didispersikan
dengan menggunakan vortex selama satu menit dan disonikasi selama 5

menit dengan pemanasan pada suhu 40°C atau 50°C. Setelah itu larutan

disentrifugasi pada kecepatan 4# aa 10 menit. Larutan jernih
yang diperoleh dari S DE dimasukkan ke

dalam labu uk ( ¥ taskdiperoleh

g/ml.

larutan mikao ga a : g

Kemudia a0 Sampel.dapn larute @standar ditotolkan*pad dbeng

KLT. Lempeng dielusi dan setalah dign@lisis dengan mengguaakan

densitomecte™ Dari ST pergebas jperolg Z)(e) ckstra ng

membe zat ya

engan kan

QY ANC e
volume pe Sebesar 12 miEdam hn jan traksi seban kali
: P e

pada suhu@aria raks , silkwar yang

mendekati kadg ana 1“ -

0% y3 ' pesai 10459%™Sedangkan variasi

Dag e

Kanghilai persen

perolehan kembali dibawe
ekstraksi lainnya menghasi ka‘ Lwﬁ' pesar dan nilai persen
perolehan kembali diatas 110%. Pengulangan ekstraksi dimaksudkan agar
zat atau mikonazol nitrat tertarik lebih banyak ke dalam pelarut/pengekstrak
yang digunakan, dengan jumlah volume yang sama. Sedangkan penggunaan

variasi suhu dimaksudkan untuk membantu peningkatan kelarutan zat.
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Pada uji perolehan kembali (akurasi) digunakan metode simulasi
(spiked placebo recovery), yaitu dengan menambahkan sejumlah analit
bahan murni ke dalam matriks berupa basis krim yang dibuat dan
diperkirakan menyerupai basis krim sampel yang sebenarnya. Lalu campuran

tersebut dianalisis dan hasilnya dibandingkan dengan kadar analit yang

ditambahkan (kadar anali Metode simulasi dipilinh karena
umumnya sedj ig : > akan basis vanishing
cream. [ > Yug ) nsentrasi berbeda
yaitud ,¢ Z du ( Kt gt 3 100% zat
akti 2.3 (mengandung 0 28 ’ litimbang,
kemudiandiekstraksi denga C lih yaitu

eksira deng mer 3 den satu kali

pe ekstrak oF: 1 pada St ., Larutan

ditol@ pada lempe KL M lian | dielusi, dan ddengan
densito%. D' an di aias, di %perolehan

kembali Ag { 8 diz. bawah 120%.
Berdasarkan hast*serse : f aitu sebesar 98,32 +
1,9400, metodew as. tefar hi syarat akurasi untuk kadar
analit dalam matriks sampel = 1% yaitu sekitar 97%-103% dan dapat
digunakan untuk penetapan kadar sampel.

Hasil uji parameter validasi metode analisis yang dilakukan
menunjukkan bahwa semua persyaratan dapat dipenuhi. Hal ini menunjukkan

bahwa metode yang digunakan cukup valid.
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Sampel krim mikonazol nitrat dipilih dari tiga produk krim antijamur
yang beredar di Bogor. Kadar sampel yang tertera pada masing-masing
etiket adalah 2%. Analisis diawali dengan membandingkan spektrum serapan
bercak masing-masing sampel dengan standar mikonazol nitrat.

Perbandingan spektrum serapan bercak dengan standar mikonazol nitrat

dapat dilihat pada Gambar 10 i i, kadar rata-rata mikonazol

nitrat yang terdapa ' . 2 berturut-turut
adalah 2,09%j§ 2 2 0 ' ' dam. 108,0%,
dihitung dari 3 era '/. el yang
dihasilka mentini pe atan Kada@mikehazol pittat yand tecke g di
dalam berdasarkargkar opgifindonesia edisi empa

krim miko URo ) i idak

dan tid

A4l da etike
yang d;H ) ) :
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BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

A. KESIMPULAN

1. Kondisi optimum agga gan menggunakan fase gerak n-
heksang ife ). . pelarut metanol,
ok ; ) Fosa, lebar slit

g §

2. fetode-Kromatagrafi lapishl

ensitometd. mertifakan ode yang

alid dan dapatigigunaka tuk menetapkam kadagdmikonazol

td C sedlac |

3. rata-rat 0 2,09%,

ampe
‘el 2 adalahji@iDevie yall8 adalah 2,1&104,5%,
M/o, d )0 P:‘E E : \ erte@etiket.

O

1. Penotolan sampel sebaiknya dilakukan dengan menggunakan

automatic sampler untuk mempermudah aplikasi analit pada lempeng.
2. Perlu dilakukan perbandingan hasil dengan menggunakan metode
penetapan kadar lainnya, seperti dengan menggunakan kromatografi

cair kinerja tinggi.
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Track = .1D: Standardl

soo —

soo —|

0o —|

Gambar 4. Densitogram mikonazol nitrat 200 pg/mL pada masing-masing
fase gerak

Keterangan fase gerak:

A. n-heksana-kloroform-metanol-dietilamin (50:40:10:1), R;= 0,88
B. n-heksana-kloroform-metanol-NH,OH (60:30:10:1), R¢= 0,85
C. kloroform-metanol-buffer asetat pH 4,7 (85:15:1), Ry= 0,96

D. n-heksana-kloroform-metanol-dietilamin (70:25:5:1), Rf= 0,53
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Track = .I10: Standard

o0 —

=S50 —

=50 —

mik ona=&a1

Gambar 5. Densitogram mikonazol nitrat 200 pg/mL (A), nipagin 20 pg/mL
(B), dan campuran mikonazol nitrat 200 pg/mL dan nipagin 20
pg/mL (C) pada fase gerak terpilih

Kondisi: panjang gelombang 203 nm (A dan C), panjang gelombang 263 nm
(B), fase gerak n-heksana-kloroform-metanol-dietilamin (70:25:5:1),
lempeng HPTLC silika gel 60 Fs4, volume penotolan 5 pL, lebar slit
6,0 x 0,30, pelarut metanol.
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Spectra comparison

00,0 Q00,0
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Gambar 6. Spe apa yikon (A) dan nipagin

Keterangan: spektrum serapa ftan mikonazol nitrat 200 pg/mL
dalam metanol, panjang gelombang maksimum 203 nm
(A).
spektrum serapan larutan nipagin 20 pg/mL dalam
metanol, panjang gelombang maksimum 263 nm (B).
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Gambar 8. Densitogram uji pe an kembali mikonazol nitrat dalam
matriks krim

Keterangan: A. Mikonazol nitrat 1,6%; B. Mikonazol nitrat 2,0%; C.
Mikonazol nitrat 2,4%

Kondisi: panjang gelombang 203 nm dengan fase gerak n-heksana-

kloroform-metanol-dietilamin (70:25:5:1), lempeng HPTLC
silika gel 60 F2s4, volume penotolan 5 L, pelarut metanol.
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Gambar 9. Densitogram sampel krim mikonazol nitrat

Keterangan: A. Sampel 1; B. Sampel 2; C. Sampel 3; D. Standar
mikonazol nitrat

Kondisi: panjang gelombang 203 nm, dengan fase gerak n-heksana-

kloroform-metanol-dietilamin (70:25:5:1), lempeng HPTLC
silika gel 60 F2s4, volume penotolan 5 pL, pelarut metanol.
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PEFTETRA A PSTE AL

" _
P mriconazole nitrate 2%
HET Fr.X0. 000s - e e e e R

Gambar 12. Alat TLC Scanner 3 (CAMAG) beserta komputer yang dilengkapi
dengan program Wincats.
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Tabel 3

Data fase gerak terpilih

Fase gerak Rf

Mikonazol nitrat  Nipagin

n-heksana-kloroform-metanol-d r L ‘ 0,88 0,74
n-heksana-klorofor n ‘ 3 1 0,85 -
kloroform-metanél SE 0,96 -
n-heksana-klarofor Z 0,53 0,26
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Tabel 4

Data linearitas mikonazol nitrat

No Konsentrasi Berat/pl Ax Luas Ay Ay/Ax
(Wg/mL) (H9) (H9) Puncak
[x]
150,6 04668
200,8 4126,29
251,0 8744,22

B1(,55
43 9

jo

oo O B~ WO N =

Persa

Koefisien korelasi (r) 0,

Kepekahs (slope) : A

1 ~ 196 29 = 3744,29 = 4311 55 = 43@
&L N

Kondisi analisis:

“Metanol-dietilamin
(70:25:5:1), lempeng H % ,Melu notolan 5 L, lebar
slit 6,0 x 0,30, panjang gelombang an pelarut metanol.
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Tabel 5

Hasil perhitungan penentuan batas deteksi dan batas kuantitasi mikonazol

nitrat
No Konsentrasi Berat/pl as
(ug/mL) ‘ h (Y1- VY
ey 309,76
23,3289

10782,7456
3068,0521
8708,6224
4536,0225

A W N -

'ﬂﬁ r i ’A‘-ﬂ" 07428,5315
Y =‘vcak berdass & A e urva kalibrad

Simpang *ak

Batas detgksi q..,,

Batas kuantitas

Koefisien vanas”{
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Tabel 6

Presisi larutan mikonazol nitrat

Konsentrasi Berat/uL  Luas X' X (X' -x)? SD RSD
(Mg/mL) (M9) Puncak (10 (%)
150,6 0,753 4301,4
439
C 1,51
251,0 1, G
14
0,94
401,6 2,008
0,0123 0,62

2. =17,5580

Kondisi analisis: fase gerak n-heksana-kloroform-metanol-dietilamin

(70:25:5:1), lempeng HPTLC silika gel 60 F2s4 , volume penotolan 5 pL, lebar

slit 6,0 x 0,30, panjang gelombang 203 nm, dan pelarut metanol.
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Tabel 7

Pemilihan metode ekstraksi

No Volume Lama Sonikasi Sentrifugasi Kadar UPK
ekstraksi vortex Suhu Lama kecepatan lama (%) (%)
(menit) (° n (RPM)  (menit)

1 1x12ml 4@Q0 10 1,31 65,5
2 2x6m 10 2,24 112,0
3 3 2,31 115,5
4 2,09 104,5
5 - 5 0( 2,30 115,0

121,5

(70:28 eng

slitS 30, panjang"ge
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Tabel 8

Hasil uji perolehan kembali mikonazol nitrat

Konsentrasi  Bobot krim Luas Kadar yang UPK UPK (%) RSD (%)
zat (%) (mg) Puncak di dapat (%) (%) rata-rata UPK

459,8 43Q7
1,63 465,3 D
542 O

2,02 0,4 ) ] 9400 1,97

o

o
-’ H

Kondisi anad S - gere <sal C etilamin
T3

4
:25:5:1), lempeng [ K3 g . uL, lebar
(70:25:5:1), | ili L, leb
slit 6,0 x 0,30, panj
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Tabel 9

Hasil penetapan kadar mikonazol nitrat dalam sampel krim

No Berat krim Luas
(mg) puncak

Kadar sampel rata- RSD
rata (%) + SD kadar (%)

517,5 5656,86

1 547,8 6108,1¢ DO 40,0404 1,93

516,7 5765,4 1050
539,0 5028, 10448 J
2 485,3 5335 2,06 4000346 1,68

512,5 5680, 06440 ‘
500,8 5665,40 ,06074 6,0 H

3 510,3 5709,70 4071 8 _--.,\ h6 +0,0814 3,76
550,1 6393,40 508 “f 1

ici

= N
. ~alo H

e
Kondisi analisis: fase gerak n-heksana-klwi

F2s4 , volume penotolan 5 pL, lebar slit 6,0 x 0,30

[ , lempeng HPTLC silika gel 60
03 nm, dan pelarut metanol.
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Lampiran 1

Komposisi basis krim

Komponen basis krim

No Bahan Kompegsisi

Asam stearat
Setil alko

Isopropi td

S a 2
ol

WSt ad

~ LS

1-1;—-'

oa A WO N -

2
=
s
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Lampiran 2

Cara memperoleh persamaan garis linier

Persamaan garis: y = a + bx

a dan b adalah bilangan normal

 (EE( ‘

- A

Derajat kew!r(r) dihitung

2
=
s

Penetapan kadar Mikonazol..., Ryeke Medliyeni Rufyedi, FMIPA Ul, 2008



Lampiran 3

Perhitungan kepekaan analisis

Kepekaan analisis/sensitifitas analisis (S)

S= Ay
Ax
Keterangan:

Ax i ' M '
-
S

Penetapan kadar Mikonazol..., Ryeke Medliyeni Rufyedi, FMIPA Ul, 2008
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Lampiran 4

Batas deteksi dan batas kuantitasi

Rumus:

a. Batas deteksi (Xq)

3 (Sy/x)
Xg= ———

[J

b. Batasikus

Xk

Keterang‘

Rumus:

(Y =(Y)? | %

Sy/x =
n-2

Penetapan kadar Mikonazol..., Ryeke Medliyeni Rufyedi, FMIPA Ul, 2008



Lampiran 5

Perhitungan simpangan baku dan koefisien variasi

2 X
i=1

Rata-rata hitung ( X ): X =

)
-
4
>

Simpang

l-,

b .
RV \

1-1;—-'

Penetapan kadar Mikonazol..., Ryeke Medliyeni Rufyedi, FMIPA Ul, 2008
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Lampiran 6

Uji perolehan kembali

Cara:
Cx
% UPK = X 1003 i n
C ( )
Keterangan:
uP o .
at (%) yang diperc 8 dengan
unakan rumus
C w mikonazol § ditambahk alam basis
ot
X
m

Penetapan kadar Mikonazol..., Ryeke Medliyeni Rufyedi, FMIPA Ul, 2008
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Lampiran 7

Perhitungan kadar mikonazol nitrat (%) dalam sampel

krim

Berat mikonazol nitcat dihitung menggunakan

persamaaan

Dengan;
y (
l ' ilrat pe

X
Bé ikong rat per d) 2
| 34,489
X @ %
: ?1 7717

Sehinggﬂjar il;

a \

x . 1000/5 .5

m : berat sampel krim mikonazol nitrat (mg) yang ditimbang

Penetapan kadar Mikonazol..., Ryeke Medliyeni Rufyedi, FMIPA Ul, 2008
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Lampiran 8

Pemilihan metode ekstraksi

1 500,0 mg sampel krim
mikonazol nitrat

Tabung sentrifus
+ 4 mL metanol

Ulangi
hingga
3X

Dipipet ke dala
ukur 50,0 ml

l

Cukupkan hingga tanda
batas

Penetapan kadar Mikonazol..., Ryeke Medliyeni Rufyedi, FMIPA Ul, 2008
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Lampiran 9

Sertifikat analisis mikonazol nitrat

S
ey }Acxr'
EIRRE

mmeans value

Approved and released by

- FDC Lirnited

Factory : Plot No 18 & ZO/2 MIDC Arca, Vilega Dhatiy, Dolder Quality Assurance
" Roha, Dist. Reuigmd, St ; Mahorsstwa, INDIA
Cemi Of ANalysis a1 02194-203530 7 203692 -
Product .0 |0 y T q . ) .
Batch No. - i ice & Ke
Mifg. Dafe . : ate | l S
Sample Q > wo 5 0308 20v6
Pack Si rF 2 —e
S (o] LE. D - h_-__} |
on o] 1 der, or \ dcr, !
' | Very i .
| 1y solubled shightly
Melts nt: | 178 to
B. .S m BBsitive Concurrent with Std. speg ' _
C.. TL uply.
. Tesy [ TN ’ ive,
]
e of Sol C lution ST re
cnsely colo :
solution Y.
E 1 Rotation +0. l -0.10% 10 +0.10
ated Substances H - T
entificd Impuritie NMT 0.025 % qv
Impurity B NMT 0.5% ) |
7. On Dry -] 595 !
8. | Sulphau %% '
(2] .
*10. 1 r — : .
{Micr
* Implies Additional In-House Te ot i D. Implics Not Detected.
Result :  The sample complies with t ity dprescribed in Ph.Eur.
— - - e : P | ‘a' nl .
DATE OF RELEASE | o\ — ' c}}‘"/ ﬁ‘ N
' 0‘8.?0-8‘!2006 ) . Mr_.Y‘Y.Lokhande Mr. P.K Palav ~ATH. Niikpdpkar i
P . ANALYST CHECKED BY QC. NCHARGE |

Rogd, Office . B-8, MIDC industrial Area, Waluj - 431 136, Dist - Aurangabad, State * Muburashira INGIA,
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