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ABSTRAK

Antihistamin adalah komponen yang umum terdapat dalam obat flu. Salah satu contoh
antihistamin yang lazim ditemukan dalam obat flu adalah klorfeniramin maleat. Tujuan
penelitian ini adalah untuk mengetahui hasil keberterimaan verifikasi dan untuk mengetahui
kadar klorfeniramin dalam tablet. Pelarut yang digunakan adalah NaOH 0,1N. Fase gerak
yang digunakan adalah etil asetat : metanol : amonia 25% (55:40:5), fase diam silika gel Fs4
dan panjang gelombang 263 nm. Uji kesesuaian sistem menghasilkan % RSD AUC sebesar
1,65 % dan % RSD Rf 0,36%. Persen recovery pada konsentrasi 250 mg/L didapat nilai
97,5% sedangkan pada konsentrasi 1000 mg/L dan 4000 mg/L didapat nilai 99,6% dan
100,20%. Uji presisi pada konsentrasi 250 mg/L didapat nilai 1,8% sedangkan pada
konsentrasi 1000 mg/L dan 4000 mg/L didapat nilai 1,97% dan 1,28%. Metode KLT-
densitometri yang digunakan telah memenuhi kriteria keberterimaan metode uji.
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PENDAHULUAN

Obat flu umumnya memiliki kandungan antihistamin, dekongestan, antitusif,
ekspektoran, dan analgesik/antipiretik (Ariani dan Wahyuni, 2021). Salah satu antihistamin
yang umum ditemukan dalam obat flu adalah klorfeniramin maleat. Klorfeniramin maleat
digunakan untuk meredakan gejala alergi dan juga bisa digunakan untuk meredakan gejala
batuk pilek. Faktor yang mempengaruhi hasil pengujian untuk kualitas obat yang terjamin
adalah validasi (BSN, 2018). Perlu dilakukan verifikasi metode analisis untuk membuktikan
bahwa validasi metode analisis secara KLT-Densitometri dapat digunakan.

Penelitian Subramaniyan dan Das (2004) mengenai validasi klorfeniramin maleat
secara simultan dengan KLT-Densitometri dengan sistem kromatografi berupa pengukuran
dalam panjang gelombang 260 nm, fase gerak campuran siklohekasana, kloroform, metanol,
dietilamina (4,5:4,0:0,5:1,0), dengan volume penotolan 10uL telah menunjukkan hasil yang
memenuhi kriteria keberterimaan. Fouad dan El-Maraghy (2019) juga telah melakukan
validasi metode analisis klorfeniramin maleat secara simultan menggunakan KLT-
Densitometri dengan sistem kromatografi dengan panjang gelombang 204 nm, fase gerak
campuran metanol : toluena : asam asetat (44:16:1). Moustafa dkk (2018) juga telah
melakukan validasi metode analisis klorfeniramin maleat secara simultan dengan KLT-
Densitometri menggunakan fase gerak etil asetat : metanol : amonia 33% denga panjang

gelombang 262 nm. Berdasarkan penelitian Subramaniyan dan Das (2004), Moustafa dkk



(2018) dan Fouad dan El-Maraghy (2019) yang telah dilakukan validasi metode maka
dilakukan verifikasi metode analisis penetapan kadar klorfeniramin secara KLT-Densitometri

untuk parameter akurasi dan presisi.

METODE PENELITIAN
Objek penelitian

Objek penelitian ini adalah parameter verifikasi metode analisis yang meliputi akurasi

dan presisi secara KLT-Densitometri.
Variabel Penelitian

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah sampel tablet NALGESTAN yang
mengandung klorfeniramin maleat 2 mg. Variabel terikat dalam penelitian ini adalah kadar
klorfeniramin dalam tablet. Variabel terkontrol dalam penelitian ini adalah fase gerak yang
digunakan adalah etil asetat : metanol : amonia 25% (55:40:5), penetapan kadar
klorfeniramin menggunakan metode KLT-Densitometri, prosedur verifikasi metode analisis
klorfeniramin dan penetapan kadar dengan parameter akurasi dan presisi.
Alat dan Bahan

Alat yang digunakan antara lain : spektrofotometer UV-Vis Shimadzu 1700,
spektrofotometer FTIR merek Agilent Technologies Cary 630 FTIR, KLT-Densitometer
merek Camag model TLC Scanner 4, neraca analitik labu takar, beaker glass, gelas ukur,
pipet tetes, pipet volume, lempeng KLT, filler, batang pengaduk, coorong kaca, vial,
chamber, kaca penutup chamber, pipet mikro bluetip, UV 254 nm.

Bahan yang digunakan antara lain : Baku klorfeniramin maleat yang diperoleh dari PT.
Zenith, tablet NALGESTAN dari Darya Varia, plat silika gel Fus4, etanol, metanol,
sikloheksan, kloroform, dietilamina, etil asetat, amonia 25%, asam asetat dan toluen.
Optimasi Fase Gerak

Campuran fase grak yang dioptimasi : (a) sikloheksana : kloroform : metanol :
dietilamina (4,5:4,0:0,5:1,0) (Subramaniyan dan Das, 2004) ; (b) metanol : toluen : asam
asetat (44:16:1) (Fouad dan El-Maraghy, 2019) ; (c) etil asetat : metanol : amonia 25%
(8:2:0,8) (Moustafa dkk., 2018) direplikasi tiga kali kemudian dilanjutkan optimasi dengan
lima perbandingan tiga replikasi
Uji Keseuaian Sistem

Larutan standar klorfeniramin konsentrasi 1000 mg/L ditotolkan pada plat silika gel
F2s4. Penotolan dilakukan 6 kali replikasi dengan volume 10 pL. Plat dielusi, dikeringkan,
kemudian di scan dengan KLT-Densitometer, dihitung % RSD Rf dan % RSD AUC.



Akurasi

Larutan standar Kklorfeniramin dan larutan sampel dengan konsentrasi 250, 1000 dan
4000 mg/L ditotolkan sebanyak 10 pL pada plat silika gel F;s4, masing-masing konsentrasi
sampel direplikasi sebanyak 3 kali, dielusi kemudian di scan dengan KLT-Densitometer,
dihitung % perolehan kembali .
Presisi

Larutan standar klorfeniramin 250, 1000 dan 4000 mg/L masing-masing plat ditotolkan
sebanyak 10 pL pada plat silika gel Fs4 dan direplikasi sebanyak 3 kali. Plat dielusi
kemudian di scan dengan densitometer. Data yang diperoleh adalah AUC, dihitung nilai rata-
rata, simpangan baku (SD) dan % RSD.
Penetapan Kadar

Larutan standar klorfeniramin dengan konsentrasi 250, 500, 1000, 2000 dan 4000 mg/L
dan larutan sampel tujuh kali replikasi dengan konsentrasi 1000 mg/L ditotolkan sebanyak 10

pL pada plat silka gel F2s4. Plat dielusi dan di scan dengan KLT-Densitometer.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Optimasi fase gerak bertujuan untuk mendapatkan pemisahan senyawa secara optimal.
Parameter optimal dapat dilihat dengan nilai Rf yang berada pada rentang 0,2 - 0,8 dan nilai
SD terkecil. (Wulandari dkk., 2013). Berdasarkan hasil optimasi yang diperolen bahwa
campuran etil asetat : metanol : amonia 25% (55:40:5) memenuhi parameter optimasi
tersebut.

Sebelum dilakukan verifikasi, sistem KLT-Densitometri sebelumnya dilakukan uji
kesesuaian sistem untuk mengetahui sistem kromatografi tersebutmemenuhi syarat yang telah
ditentukan, sehingga mutu data yang dihasilkan dapat dipertanggungjawabkan dan dapat
dipercaya. Kriteria keberterimaan nilai RSD < 2% (BPOM, 2013).

Tabel 1. Data Hasil Pengujian Uji Kesesuaian Sistem

Replikasi Ko(r:rs,](;?t;aa Luas area Retardation Factor (Rf)

I 1000 0,01774 0,757

] 1000 0,1780 0,752

Il 1000 0,01776 0,752

v 1000 0,01769 0,750

\Y/ 1000 0,01785 0,750

VI 1000 0,01848 0,750
Rata-rata 0,0178 0,175

SD 2,9568 x10™ 2,7146x107
% RSD 1,65% 0,36%




% RSD luas area yang diperoleh yaitu 1,65 % dan % RSD pada nilai Rf yaitu 0,36 %
sehingga memenuhi syarat presentase standar deviasi relatif yang kurang dari 2%.
Akurasi diukur dengan menghitung nilai recovery. Nilai recovery diperoleh dengan

membagi kadar terukur dengan kadar sebenarnya dan dikalikan 100%.
Tabel 2.Hasil Uji Akurasi

. Kadar
Ko(r:]Z;]E;aS' l\/(lsl;;a Terukur AUC % Recovery O/Ij ?chszarly
(mg/ml)
2,4091 240,9 0,00518 96,36
250 2,5843 258,4 0,00522 103,36 97,52
2,3215 232,1 0,00525 92,84
9,9430 994,3 0,00690 100,43
1000 9,5926 959,2 0,00682 95,92 99,61
10,2496 1024,9 0,00697 102,49
40,5606 4056,1 0,01389 101,40
4000 39,7281 3972,8 0,01370 99,32 100,20
39,9474 3994,7 0,01375 99,87
Nilai % recovery= 99,11 %

Hasil dari uji akurasi memenuhi syarat keberterimaan untuk larutan dengan konsentrasi
250 mg/L adalah 85-110 % (AOAC, 2002), sedangkan untuk larutan dengan konsentrasi
1000 dan 4000 mg/L adalah 92-105% (AOAC, 2002). Hasil yang diperoleh telah memenuhi
kriteria penerimaan uji akurasi yang digunakan.

Tabel 4.Hasil Uji Presisi

Konsentrasi AUC Rata-rata ) %RSD
(mg/L)

250 0,00390 3,98 x 107 7,5498 x 10° 1,8
0,00399
0,00405

1000 0,00789 7,8166 x 10° 1,5373 x 10 1,97
0,00792
0,00764

4000 0,01264 0,0124 1,5947 x 10 1,28
0,01242
0,01233

%RSD = 1,68 %

Hasil dari uji presisi memenuhi syarat keberterimaan bahwa nilai %RSD untuk larutan
dengan konsentrasi 250 mg/L adalah < 8 % (AOAC, 2002), sedangkan untuk larutan dengan
konsentrasi 1000 dan 4000 mg/L adalah < 2% (AOAC, 2002).

SIMPULAN

Hasil klorfeniramin secara KLT-

verifikasi metode analisis penetapan kadar

Densitometri memenuhi syarat uji keberterimaan verifikasi yang meliputi akurasi dan presisi.



SARAN

1. Perlu dilakukan penelitian uji verifikasi Klorfeniramin maleat dalam tablet obat lain
dengan konsentrasi yang berbeda.
2. Perlu dilakukan penelitian uji verifikasi klorfeniramin maleat dengan parameter

selektivitas, sensitivitas, LOD, dan LOQ.
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