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Abstrak

KLT Densitometri adalah salah satu metode yang banyak digunakan untuk
penetapan kadar bahan aktif. Salah satu bahan aktif tersebut adalah epigalokatekin
galat dalam ekstrak teh hijau yang banyak digunakan dalam produk krim. Metode
tersebut perlu divalidasi untuk membuktikan hasil pengukuran mendekati kadar yang
sesungguhnya. Tujuan penelitian ini ingin membuktikan bahwa metode KLT
Densitometri yang digunakan akan memberikan linieritas, ketelitian, ketepatan yang
memenuhi persyaratan serta mengetahui nilai LOD(Limit if Detection) dan LOQ (Limit
of Quantitation). Penelitian menggunakan kadar 600, 1800 dan 3000 ug dengan
replikasi 3 kali untuk mengetahui ketelitian (berdasarkan nilai CV) dan ketepatan
(berdasarkan nilai perolehan kembali). Linieritas diketahui dengan menghitung nilai r
pada kurva hubungan antara kadar dan luas area kromatogram yang selanjutnya
persamaan kurva baku digunakan untuk menghitung LOD dan LOQ. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa metode yang digunakan memenuhi persyaratan liniearitas
dengan nilai r=0,98. Nilai CV untuk kadar 600, 1800 dan 3000 ug masing-masing
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8,18%; 3,19% dan 1,53% dan perolehan kembali masing-masing 88,10%, 99,65% dan
111,33%. Nilai LOD adalah 827,01 ug/ml dan LOQ adalah 2756,69 ug/ml.

Kata kunci : epigalokatekin galat, validasi, metode KLT Densitometri

Abstract

TLC Densitometry is one of method which was used to measure amount of active
substance. Active substance of epigallocathechin gallate is one of in green tea extract
cream. Method of analysis must be validated to prove that method will give the data
close with the real value. Aim of this research is to prove that TLC Densitometry method
have liniearity, precision and accuration that fulfill the requirement. This study used
concentration 600, 1800 and 3000 ug/ml with 3 replications to measure precision
(based on value of CV) and accuration (based on value of recovery). Liniearity was
known based on value of r of curve regression between concentration and wide area of
chromatogram. LOD and LOQ was calculated based on curve regression. Research
showed that method of analyse had liniearity with r= 0,98. Value of CV concentration
of 600, 1800 and 3000 ug/ml were 8,18%, 3,19% and 1,53%, respectively and recovery
were 88,10%, 99,65% dan 111,33%, respectively. Value of LOD was 827,01 ug/ml and
LOQ was 2756,69 ug/ml.

Keyword :  epigallocathechin gallate, validation, KLT Densitometry method

PENDAHULUAN

Senyawa polifenol dalam teh hijau
terutama epigalokatekin galat (EGCGQG)
telah terbukti oleh banyak penelitian
dapat digunakan sebagai senyawa pen-
cegah kanker (Mukhtar dan Ahmad,
1999). Selain itu Hsu (2005) menyatakan
bahwa telah ada 150 penelitian baik
secara in vitro maupun in vivo yang
membuktikan efek teh hijau pada kulit.
Hasil penelitian tersebut menunjukan
bahwa teh hijau berkhasiat sebagai
senyawa kemopreventif terhadap se-
nyawa karsinogen kimia maupun
fotokarsinogen.

Berdasarkan khasiat ekstrak teh
hijau yang mampu melindungi kulit
maka semakin banyak produk per-
lindungan kulit yang menggunakan
ekstrak tersebut. Efektivitas penggunaan
produk tersebut sangat tergantung pada
kadar EGCG yang ada. Oleh karena itu
diperlukan metode penetapan kadar
untuk mengetahui kadar EGCG dalam
produk.

Kromatografi lapis tipis banyak
digunakan di laboratorium untuk analisis
maupun kontrol kualitas. Selain itu juga
digunakan untuk menganalisa produk
pertanian dan bahan tanaman. Keuntung-
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an analisis ini adalah mudah dilakukan,
tersedianya reagen yang sensitif dan
selektif yang tidak dipengaruhi oleh fase
gerak. Penetapan kadar dengan meng-
gunakan kombinasi KLT dan Densito-
meter (KLT Densitometri) cukup
ekonomis karena menggunakan fase
gerak yang sedikit, waktu yang relative
singkat dan dapat dilakukan penetapan
kadar beberapa sampel secara simultan.
Apabila dibandingkan dengan KCKT
maka metode KL T tidak ada batasan fase
gerak yang harus digunakan, sampel
yang berupa suspensi atau keruh dapat
langsung ditetapkan kadarnya, lebih
cepat dan ekonomis serta memungkin-
kan penetapan kadar secara simultan
(Yuangsoi dkk., 2008)

Suatu metode analisa akan dapat
memberikan data yang valid apabila
telah dilakukan validasi sebelumnya.
Parameter validasi tersebut meliputi
linearitas, penetapan Limit of Detection
(LOD) dan Limit of Quantification
(LOQ), ketelitian dan ketepatan.
Parameter tersebut perlu dievaluasi agar
data yang diperoleh masuk dalam
kemampuan alat tersebut untuk men-
deteksi sehingga hasil yang diperoleh
mendekati harga yang sebenarnya dan
apabila diulang akan memberikan hasil
yang sama. Apabila semua faktor sudah
terpenuhi maka hasil yang diperoleh
dapat dipertanggungjawabkan cukup
valid. Metode analisa yang sudah
divalidasi tersebut kemudian dapat
diaplikasikan untuk berbagai keperluan
misalnya penetapan kadar EGCG dalam
ekstrak teh hijau, EGCG yang
tertransport melewati kulit maupun
EGCG yang ada dalam suatu produk.

METODE PENELITIAN

Bahan dan Alat

Bahan yang digunakan dalam
penelitian ini adalah Standar
epigalokatekin galat (E Merck), Butanol
(derajat kromatografi), asam asetat (p.a),
aquades dan silica gel F 254 sedangkan
alat berupa KLT densitometer (Camag,
Japan).

Jalannya Penelitian

Kondisi KLT Densitometri

Kadar EGCG dalam sampel
ditetapkan dengan menggunakan fase
diam silika gel F 254, dielusi dengan fase
gerak campuran n-butanol, asam asetat
dan air pada perbandingan 4:1:5 (fase
atas) dan dilanjutkan pembacaan kadar-
nya pada panjang gelombang 303 nm.
Volume sampel yang ditotolkan se-
banyak 5 pl.

Ekstraksi EGCG dari krim

Metode KLT Densitometri di-
gunakan untuk penetapan kadar EGCG
dalam krim. Metode pemisahan EGCG
dari dalam krim adalah sebagai berikut :
sebanyak 2 g krim ditambah 3 ml
metanol kemudian di sentrifuge dengan
kecepatan 3000 rpm selama 30 menit
sehingga terjadi 3 lapisan yaitu fase
minyak, fase methanol-air dan endapan.
Supernatan yang berupa fase minyak
dibuang sedangkan fase metanol-airnya
diekstraksi ~ kembali =~ menggunakan
kloroform 3 ml sebanyak 3 kali. Setelah
disentrifus dengan kecepatan 3000 rpm
selama 30 menit maka fase airnya
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kemudian ditambah metanol sampai
volumenya 5 ml. Selanjutnya larutan
tersebut ditetapkan kadar EGCG dengan
kondisi seperti di atas.

Parameter validasi

a). Linearitas

Seri larutan baku dibuat pada
konsentrasi 500, 1000, 1500, 2000,
3000, 3500, 4000 dan 4500 pg/ml.
Larutan kemudian ditotolkan pada fase
diam dan selanjutnya dielusi. Hasil elusi
selanjutnya dibaca dengan menggunakan
Densitometer. Luas area yang dihasilkan
dicatat dan dibuat persamaan linear
hubungan antara kadar dan luas area
yang dihasilkan. Nilai r dari persamaan
tersebut menggambarkan linieritas.

b) Penetapan LOD dan LOQ

Nilai LOD dan LOQ dihitung
secara statistik berdasarkan persamaan
regresi linear kurva baku yang diperoleh.

¢). Ketelitian

Dilakukan pada ketelitian dibuat
kadar 600, 1800 dan 3000 ug/ml dengan
replikasi sebanyak 3 dan kemudian
ditetapkan kadarnya dengan KLT
Densitometer. Kadar sampel ditetapkan
berdasarkan kurva baku yang sudah
diperoleh. Selanjutnya dihitung kadar
rata-rata, SD dan CV.

d). Ketepatan (accuracy)

Pengujian dilakukan dengan me-
nambahkan sejumlah EGCG murni ke

dalam basis krim. Kemudian krim
dianalisis dan hasilnya dibandingkan
terhadap kadar EGCG yang ditambahkan
(kadar sebenarnya).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Optimasi Fase Gerak

Sampel hasil ekstraksi krim
dielusi dengan fase gerak campuran
butanol, asam asetat dan air pada per-
bandingan 4:1:5 dengan menggunakan
fase diam silika GF 254. Hasil elusi
menunjukkan bahwa proses ekstraksi
telah dapat memisahkan EGCG dari
basis krimnya dan komposisi fase gerak
yang digunakan dapat mengelusi sampel
dengan baik seperti yang disajikan pada
gambar 1.

<«— Batas akhir elusi

EGCG

<«— Batas awal elusi

1 2 3

Gambar 1. Hasil elusi standar (1) dan sampel
(2,3) dengan fase gerak butanol:asam
asetat:air(4:1:5) pada fase diam silica gel F
254
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Validasi Metode Analisa

Linieritas

Linearitas  dapat  ditentukan
dengan pengukuran pada beberapa
konsentrasi analit. Nilai slope (b),
intersep (a) dan koefisien korelasi ()
menggambarkan informasi liniearitas.

Hasil yang diperoleh dalam
penelitian ini disajikan pada gambar 2.
Hasil perhitungan menunjukkan bahwa
persamaan memberikan nilai r 0,98.
Nilai r ini dibandingkan dengan nilai r
tabel untuk mengetahui validitas
liniearitas. Apabila lebih besar dari r
tabel maka nilai r cukup valid. Diketahui
bahwa r tabel 0,7067 sehingga per-
samaan regresi cukup liniear.

LOD dan LOQ

LOD adalah jumlah analit terkecil
yang dapat dideteksi sedangkan LOQ
adalah jumlah terkecil sampel yang dapat
ditetapkan secara kuantitatif dengan
presisi dan akurasi yang baik (Yuangsoi
dkk., 2008). Hasil perhitungan me-
nunjukkan bahwa LOD adalah 827,01
png/ml dan LOQ adalah 2756,69 pg/ml.

180 y=0.0033x + 18268
R =0.9705

—a—5eriesl

Luas area (x1000)

—Linear {Seriesl)

o 1000 2000 3000 4000 5000
Konsentrasi EGCG ugf/ml

Gambar 2. Persamaan kurva baku EGCG
dengan metode KL T Densitometri

Ketelitian

Pada penelitian ini digunakan tiga kadar
yaitu 600, 1800 dan 3000 pg/ml yang
dibuat replikasi sebanyak 3 kali. Hasil
perhitungan nilai CV disajikan pada
abel I.

Tabel I. Nilai CV pada kadar 600, 1800 dan

3000 pg/ml
Kadar o
No. (ag/ml) SD CV (%)
1. 600 43,23 8,18
2. 1800 37,63 2,10
3. 3000 51,01 1,53
Berdasarkan  Association  of

Official Analytical Chemistry diketahui
bahwa nilai CV yang memberikan
ketelitian yang baik adalah apabila <
5,3%. Demikian juga Meier dan Zund
(2000) menyatakan bahwa metode
memiliki ketelitian yang baik apabila
memiliki CV kurang dari 5%. Data pada
tabel II menunjukkan bahwa nilai CV
pada kadar 1800 pg/ml dan 3000 pg/ml
memenuhi  persyaratan  ketelitian.
Sedangkan pada kadar 600 pg/ml
memiliki CV yang masih culup besar.
Hal ini kemungkinan disebabkan
konsentrasi tersebut berada di bawah
batas deteksi alat sehingga kurang dapat
memberikan hasil peng- ukuran yang
teliti.

Recovery

Akurasi metode analisis adalah
ukuran kedekatan hasil uji terhadap nilai
sebenarnya yang dapat diterima
(Anonim, 2006). Akurasi dihitung se-
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bagai persen recovery dengan me-
netapkan jumlah analit yang di-
tambahakan ke dalam sampel atau selisih
antara rata-rata dan nilai sebenarnya
yang dapat diterima. Kriteria tepat
diberikan jika hasil analisis memberikan
rasio antara 98-102% (Ermer dan Miller,
2005). Hasil perhitungan rata-rata per-
olehan kembali disajikan pada Tabel II.

Tabel II. Rata-rata perolehan kembali pada
kadar 600, 1800 dan 3000 ng/ml

Kadar K
h adar Recovery
No. seSI:ll;gagu terukur %)
(1)

(ug/ml) (ng/ml)
1. 600 528,57 88,10
2. 1800 1793,43 99,65
3. 3000 3339,86 111,33

Berdasarkan data pada tabel III
diketahui bahwa perolehan kembali yang
memenuhi persyaratan hanyalah pada
penetapan kadar 1800 pg/ml. Pada kadar
600 pg/ml tidak memenuhi persyaratan
kemungkinan disebabkan karena kadar
tersebut masih di bawah batas deteksi
alat sehingga tidak dapat memberikan
hasil pengukuran yang memenuhi syarat.
Pada kadar 3000 pg/ml juga tidak
memenuhi persyaratan kemungkinan
disebabkan terdapat senyawa dalam krim
selain EGCG yang ikut tersari sehingga
mengganggu proses penetapan kadar.

KESIMPULAN

Hasil penelitian menunjukkan
bahwa metode yang digunakan me-
menuhi persyaratan liniearitas dengan
nilai r=0,98. Nilai CV untuk kadar 600,

1800 dan 3000 pg masing-masing

8,18%; 2,10% dan 1,53% dan perolehan
kembali  masing-masing  88,10%;
99,65% dan 111,33%. Nilai LOD adalah
827,01 pg/ml dan LOQ adalah 2756,69
ug/ml.
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