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Pendahuluan

Abstract: The eugenol content in clove essential oil can be used as a
parameter to determine the chemical stability of clove essential oil
ointment. Both UV- Vis and HPLC spectrophotometry methods can be used
to determine eugenol levels. However, no studies have compared the two
methods. This study aims to find out which analytical method is more valid
in determining the eugenol content of clove flower essential oil (Syzygium
aromaticum) in water-sea based ointments, between the UV-Vis
spectrophotometric method and the HPLC method. The parameters in the
validation of the analytical method carried out include parameters of
linearity, selectivity, precision, accuracy, limit of detection (LOD) and limit
of quantification (LOQ). The results of method validation using UV
spectrophotometry showed linearity (R = 0.9998), precision (CV =
0.137%), LOD 0.190 pg/mL, LOQ 0.632ug/mL, accuracy (recovery =
100.05%). Method validation using HPLC produced parameters of linearity
(R=10.998), precision (CV =0.533%), LOD 0.28 pug/mL, LOQ 0.93 pg/mL,
accuracy (recovery = 106.43. Average levels of eugenol in water-soluble
base MABC ointment using UV spectrophotometry (% concentration =
2.201 £ 0.037) while using HPLC (% concentration = 3.191 + 0.023). Both
methods met the validation requirements. The assay results using both
methods met the requirements according to the Indonesian Pharmacopoeia
Edition VI. The two methods did not have a significant difference based on
the student test, both in the validation parameters and the results of
determining the levels of eugenol.
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Minyak atsiri dari tanaman cengkeh
(Syzygium aromaticum) mengandung senyawa

eugenol, sifat  farmakologi, hipoteria,
antioksidan, anestesi lokal dan antiinflamasi
(Rapp, 2007). Beberapa hasil penelitian

menunjukkan bahwa eugenol mampu menekan
sinyal TNF a dan ekspresi COX-2, sebagai agen
antiinflamasi (Fitriyah et al., 2017; Neibaho,
2013). Salep merupakan salah satu sediaan
farmasi yang dapat memudahkan dalam
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penggunaannya (Astuti, 2010). Sediaan salep
merupakan sediaan yang praktis, mudah dibawa,
dipakai, cepat pengabsorbsiannya  dan
mempunyai tampilan yang menarik (Susilowati
& Saptuti, 2014). Salep dengan basis larut air
memiliki kelebihan mudah dicuci, memiliki daya
lekat yang baik dan nyaman saat digunakan (Sari,
2015).

Manfaat dari uji stabilitas yaitu untuk
menjamin sediaan masih memenuhi parameter
kriteria selama penyimpanan. Kestabilan suatu
zat merupakan sesuatu yang harus diperhatikan
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dalam membuat formulasi suatu sediaan farmasi
(Dewi, 2018). Pada uji stabilitas terdapat bagian
penting yaitu penetapan kadar zat aktif yang
memerlukan metode analisa yang sudah
tervalidasi sebagai landasan dalam perhitungan
berikutnya (Sugihartini et al., 2014).

Metode Spektrofotometri UV-Vis
memiliki Keuntungan utama dapat
menyederhanakan dalam penetapan kuantitas zat
yang sangat kecil dan hasil yang diperoleh cukup
akurat, karena angka yang terbaca langsung
dicatat oleh detector dan tercetak dalam bentuk
angka digital ataupun grafik yang sudah
diregresikan (Wenzel, 2021). Metode KCKT
memiliki banyak keuntungan yaitu mampu
memisahkan molekul dari suatu campuran,
kecepatan analisis dan kepekaan yang tinggi.
Metode spektro UV VIS dan KCKT keduanya
memiliki keutungan yang relatif lebih mudah dan
murah dibandingkan dengan metode lainya,
seperti metode GCMS (Putra, 2004).

Beberapa penelitian terdahulu melaporkan
penetapan kadar eugenol menggunakan metode
spektrofotometri UV-Vis (Salunke et al., 2017).
Penelitian ini bertujan untuk untuk mengetahui
metode analisis yang lebih valid dalam
menentukan kadar eugenol minyak atsiri bunga
cengkeh (Syzygium aromaticum) dalam salep
basis larut air, antara metode spektrofotometri
UV-Vis dan metode.

Bahan dan Metode

Alat dan bahan

Alat dalam penelitian ini terdiri dari: alat
gelas, KCKT detektor UV Shimadzu LC-2030C
(-48) Serial number L21445480026 ML,
Spektrofotometri  UV-1900 Serial number
A12425680620 ML, Mikropipet 200 pL dan
1000 pL (Acura), nylon filter 0,45 um (Filstar),
sonikator Elmasonic P120H Serial number
$1000009145, climatic chamber
(CLIMACELL®).

Bahan dalam penelitian ini terdiri dari:
standar eugenol (Sigma-Aldrich E51791-100G
ReagentPlus®, 99% CioH12HAIZ) USA, minyak
atsiri bunga cengkeh (Syzygium aromaticum)
mengandung eugenol dari Pusat Studi Minyak
Atsiri/Center of Essential Oil (CEQS)
Universitas Islam Indonesia, Sleman,
Yogyakarta, asetonitril for HPLC (Merck),
metanol p.a (Merck), akuades, nylon filter 0,45
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um (Filstar), bahan-bahan untuk membuat salep
basis larut air dengan kualitas farmasetis meliputi
: PEG 4000(Brataco) dan PEG 400 (Brataco).
Analisis KCKT dilakukan dengan menggunakan
pelarut asetonitril, kolom C18 dan fase gerak
berupa asetonitril: aquades (60:40 v/v) (KCKT
grade). Analisis spektrofotometri  UV-Vis
dilakukan dengan pelarut etanol p.a.

Prosedur penelitian
Spesifikasi MABC

Spesifikasi salep basis larut air dilakukan
berdasarkan kadar kandungan eugenol dengan
menggunakan sistem kromatografi gas (Rohman
et al., 2009).

Pembuatan dan pengemasan salep MABC
basis larut air

Dosis MABC vyang digunakan dalam
pembuatan salep basis larut air yaitu sebesar 5%,
dosis ini adalah dosis optimum yang digunakan
pada penelitian sebelumnya. pembuatan salep
dibuat dengan cara memanaskan PEG 4000 dan
PEG 400. Minyak atsiri ditambahkan kemudian
dicampur hingga homogen (Pratimasari et al.,
2015). Setelah itu dimasukkan ke dalam
pengemas gelas.

Validasi metode spektrofotometri UV-Vis
Penentuan spesifisitas

Larutan standar eugenol sebanyak 1
mg/mL dibuat menjadi konsentrasi 18 pg/mL
dalam metanol p.a dan discan pada panjang
gelombang 200 — 400 nm. Kemudian larutan
sampel hasil preparasi salep MABC basis larut
air discan pada panjang gelombang 200 — 400
nm. Setelah itu hasil dari kedua sampel tersebut
dibandingkan kesesuaian profil spektra dan
absorbansinya.

Linieritas

Larutan baku standar eugenol dengan
rentang 5 — 35 pg/mL yang dibuat dari larutan
standar 1 mg/mL dibaca absorbansinya pada
panjang gelombang 281 nm, data hasil
absorbansi yang diperoleh untuk menentukan
nilai regresi (R) liniernya. Nilai r yang memenuhi
syarat yaitu sebesar 0,997 (Nugraheni et al.,
2016).
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Presisi

Tiga variasi konsentrasi larutan standar
eugenol dibuat dengan konsentrasi masing-
masing sebesar 10, 20, dan 30 pg/mL dari larutan
standar 1 mg/mL dan ditambahkan metanol p.a
pada labu takar 10 mL sampai tanda batas yang
dibuat masing-masing 3 replikasi. Setelah itu
dibaca absorbansi larutan sampel pada
spektrofotometri UV-Vis.

LOD dan LOQ

Cara menentukan batas deteksi (LOD) dan
batas kuantifikasi (LOQ) dengan standar deviasi
dari respon dengan rumus dilakukan dengan
pendekatan simpangan baku (SD) respon terkecil
yang masih memberikan respon yang masih
dapat diukur. Dengan menggunakan rumus:
Batas Deteksi = 3,3 x SD/S
Batas Kuantifikasi =10x SD/S
Dimana:
SD : simpangan baku respon terkecil
S :slope kurvaregresi linier (Rohman, 2014).

LOD dan LOQ dihitung dengan cara
mengukur absorbansi pada konsentrasi 5-35
pg/mL ke dalam spektrofotometri UV-Vis
sampai diperoleh persamaan kurva baku untuk
menghitung nilai LOD dan LOQ.

Akurasi

Pengujian dilakukan dengan menggunakan
sejumlah analit murni (eugenol) ke dalam
matriks blanko (salep dengan kandungan semua
bahan tambahan kecuali senyawa obat). Setelah
itu campuran dianalisis, kemudian hasilnya
dibandingkan dengan kadar analit (eugenol) yang
sebenarnya. Pengujian dilakukan pada larutan
spike 80%, 100% dan 120% dari penetapan kadar
yang diperoleh. dilakukan 3 kali replikasi pada
masing-masing larutan spike, lalu diukur dengan
spektrofotometri  UV-Vis pada panjamg
gelombang 281 nm. Nilai akurasi dinyatakan
sebagai persen recovery.

Validasi metode analisis KCKT
Kondisi KCKT

Fase gerak yang digunakan pada penelitian
ini adalah campuran asetonitril : akuades dengan
rasio 60:40 (v/v). Kondisi yang digunakan pada
KCKT adalah fase diam C-18 dengan laju alir 1
ml/menit pada suhu ruang dan running time 10
menit (Inam et al., 2014). Penentuan panjang
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gelombang maksimum larutan standar eugenol
menggunakan spektrofotometri UV-Vis.

Uji kesesuaian sistem

1 mg/mL larutan standar eugenol dipipet
sebanyak 180 pL lalu ditambahkan fase gerak
asetonitril dalam labu takar 10 mL sampai
didapatkan konsentrasi 18 pug/mL (ppm). Setelah
itu disaring menggunakan milipore (nylon filter)
0,45 pm lalu diinjeksikan ke dalam KCKT
sebanyak 6 kali dengan fase gerak dan kondisi
KCKT yang telah ditetapkan. Selanjutnya dicatat
dan dihitung nilai RSD Parameter lempeng
teoritis, tailing factor, faktor kapasitas, waktu
retensi, resolusi dan luas area.

Penentuan spesifisitas

Larutan standar eugenol 18 pg/mL dalam
asetonitril dan larutan sampel hasil preparasi
salep MABC basis larut air diinjeksikan pada
sistem KCKT pada panjang gelombang 281 nm.
Setelah itu hasil dari kedua sampel tersebut
dibandingkan kesesuaian profil spektra dan
waktu retensi yang dihasilkan.

Linieritas

Larutan baku standar eugenol dengan
rentang 5 — 35 pg/mL yang dibuat dari larutan
standar 1 mg/mL setelah itu disaring
menggunakan milipore (nylon filter) 0,45 pum
lalu diinjeksikan ke dalam KCKT pada panjang
gelombang UV 281 nm. dibaca absorbansinya
pada panjang gelombang 281 nm. Kemudian
dicatat dan dihitung data hasil absorbansi yang
diperoleh untuk menentukan nilai regresi (R)
liniernya. Nilai r yang memenuhi syarat yaitu
sebesar >0,997 (Nugraheni et al., 2016).

Presisi

Konsentrasi larutan standar eugenol dibuat
3 variasi masing-masing sebesar 10, 20, dan 30
pg/mL  dari larutan standar 1 mg/mL dan
ditambahkan asetonitril pada labu takar 10 mL
sampai tanda batas. Kemudian dibuat masing-
masing 3 replikasi. Setelah itu larutan sampel
disaring menggunakan milipore (nylon filter)
0,45 um lalu diinjeksikan ke dalam KCKT pada
panjang gelombang UV 281 nm. kemudian
dibaca absorbansi larutan sampel pada
spektrofotometri UV-Vis. Selanjutnya dicatat
dan dihitung rata-rata, simpangan baku dan
simpangan baku relatif (RSD) dari data
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absorbansi yang diperoleh. Suatu metode
dinyatakan presisi jika memiliki nilai %RSD
<2% (Snyder et al., 1997; Miller & Crowther,
2000; Harmita, 2004).

LOD dan LOQ

Cara menentukan batas deteksi (LOD) dan
batas kuantifikasi (LOQ) dengan standar deviasi
dari respon dengan rumus dilakukan dengan
pendekatan simpangan baku (SD) respon terkecil
yang masih memberikan respon yang masih
dapat diukur (Ahuja dan Dong, 2005). Dengan
menggunakan rumus:

Batas Deteksi
Batas Kuantifikasi

=3,3xSDI/S
=10x SD/S

Dimana:
SD : simpangan baku respon terkecil
S :slope kurva regresi linier (Rohman, 2014).

Penelitian ini LOD dan LOQ dihitung
dengan cara mengukur absorbansi pada
konsentrasi 5-35 pg/mL ke dalam sistem KCKT
sampai didapatkan persamaan kurva baku untuk
menghitung nilai LOD dan LOQ.

Akurasi

Pengujian dilakukan dengan metode
pengukuran akurasi sebelumnya. Nilai akurasi
dinyatakan sebagai persen recovery. Kriteria
akurasi diberikan jika hasil analisis memberikan
nilai perolehan kembali (recovery) antara 98-
102% (AOAC, 2002).

Penetapan kadar salep MABC basis larut air

Pelarut asetonitril  digunakan untuk
Preparasi sampel pada KCKT. Sedangkan
pelarut metanol p.a. digunakan untuk preparasi
sampel pada spektrofotometri UV-Vis. Metode
preparasi yang dilakukan terhadap salep MABC
basis larut air sama dengan sampel plasebo.
Metode spektrofotometri UV-Vis: Sebanyak satu
gram sampel dilarutkan dengan 6 mL asetonitril,
diultrasonikasi selama 15 menit. Suspensi
disaring menggunakan Kkertas saring untuk
memisahkan residu dan filtrat.

Residu dilarutkan kembali dengan 6 mL
asetonitril untuk kemudian diultrasonikasi
kembali. Perlakuan tersebut diulangi hingga tiga
kali, kemudian keseluruhan filtrat yang diperoleh
dimasukkan ke dalam labu takar 25 mL dan
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ditambahkan asetonitril hingga tanda batas.
Selanjutnya dibuat larutan sampel dengan faktor
pengenceran 100x dalam labu ukur 10 mL.
Kemudian larutan sampel dibaca absorbansi pada
panjang gelombang 281 nm sehingga diperoleh
penetapan kadarnya.

Metode KCKT: Sebanyak satu gram
sampel dilarutkan dengan 6 mL asetonitril,
diultasonikasi selama 15 menit. Suspensi
disaring menggunakan kertas saring untuk
memisahkan residu dan filtrat. Residu dilarutkan
kembali dengan 6 mL asetonitril untuk kemudian
diultrasonikasi kembali. Perlakuan tersebut
diulangi hingga tiga kali, kemudian keseluruhan
filtrat yang diperoleh dimasukkan ke dalam labu
takar 25 mL dan ditambahkan asetonitril hingga
tanda batas. Selanjutnya dibuat larutan sampel
dengan faktor pengenceran 100x dalam labu ukur
10 mL. Larutan sampel disaring terlebih dahulu
menggunakan milipore (nylon filter 0,45 pm)
sebelum diinjeksikan ke dalam sistem KCKT
untuk penetapan kadarnya.

Analisis data

Uji statistic t student untuk data recovery
dan kadar eugenol digunakan untuk menentukan
metode mana yang paling valid sebagai
penentuan kadar eugenol dalam salep MABC
M/A antara metode spektro UV vis dan KCKT,
maka dilakukan

Hasil dan Pembahasan

Data hasil Pembuatan dan Pengemasan salep
MABC M/A

Formulasi salep basis larut air mengacu
pada penelitian pratimasari et.,al (2015) yang
bisa dilihat pada tabel 1 dengan komposisi
MABC sebesar 5% sebagai zat aktif yang
memiliki aktivitas antiinflamasi (Pratimasari
et.,al 2015). Formulasi salep pada tabel 1
menggunakan metode peleburan pada suhu 70°C.
Tabel 1. Formulasi salep MABC basis larut air
(Pratimasari et al., 2015).

Tabel 1. Formulasi salep MABC basis larut air
(Pratimasari et al., 2015)

Bahan Formula
Minyak atsiri bunga cengkeh 5%
PEG 4000 28 gram
PEG 400 67 gram
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Sediaan salep MABC basis larut air lalu
dikemas dalam pengemas gelas dan disimpan
pada suhu ruang. Secara fisik sediaan salep
MABC M/A berwarna putih dan memiliki aroma
khas cengkeh seperti disajikan pada gambar 2.

Gambar 1. Salep MABC basis larut air

Hasil formulasi salep MABC dalam
pengemas gelas secara fisik berwarna putih
dengan bau khas minyak cengkeh. Hal ini sejalan
dengan penelitian  Amelia (2021) yang
menyatakan bahwa krim MABC M/A secara
organoleptis memiliki warna putih, berbau khas
cengkeh, memiliki tekstur lembut, membentuk
konsistensi setengah padat dan tidak terasa
lengket.

Validasi metode analisis eugenol
spektrofotometri UV-Vis dan KCKT
Spesifisitas

Uji  spesifisitas  analisis  eugenol
menggunakan spektrofotometri UV-Vis
dilakukan pada larutan standar eugenol, salep
MABC basis larut air dan plasebo salep MABC
basis larut air,caranya yaitu dengan
membandingkan hasil spektra yang diperoleh
dari tiap-tiap sampel tersebut (Gambar 3).

pada

Standar eugenol

Abs

8
]
=2
<C

Salen WABC Basis gt air Plasebo e

Ams

i

Gambar 2. Uji spesifisitas eugenol pada
spektrofotometri UV-Vis
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Grafik uji spesifisitas (Gambar 2) pada
spektrofotometri  UV-Vis  menunjukkan
adanya kesamaan peak antara standar
eugenol dan salep MABC basis larut air yaitu
absorbansi pada panjang gelombang 281 nm.
Sedangkan pada plasebo salep MABC basis
larut air tidak terlihat absorbansi pada
panjang gelombang tersebut. Sehingga Hal
ini menunjukkan bahwa tidak ditemukan
keberadaan senyawa eugenol pada plasebo
salep M/A basis larut air. Uji spesifisitas
eugenol dengan menggunakan metode
KCKT (Gambar 3) dilakukan dengan cara
membandingkan peak waktu retensi yang
dihasilkan oleh larutan standar, salep MABC
basis larut air dan plasebo salep M/A basis
larut air.

Standar eugenol

{
| Sammwascwa Plaseto SaRMA

Gambar 3. Uji spesifisitas eugenol pada KCKT

Hasil uji  spesifisitas (Gambar 3)
menunjukkan terdapat kesamaan waktu retensi
antara standar eugenol dengan salep MABC
basis larut air yang menunjukkan waktu retensi
pada 6,581 dan 6,573 menit. Sehingga dapat
disimpulkan bahwa senyawa yang terkandung
dalam salep MABC basis larut air tersebut adalah
eugenol. Sedangkan pada sampel plasebo salep
tidak ditemukan peak pada waktu retensi
tersebut. Hal ini menunjukkan bahwa plasebo
salep M/A tidak mengandung senyawa eugenol
di dalamnya.
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Uji ketepatan (Akurasi)

Data hasil uji kesesuaian (akurasi) seperti
pada table 2. Uji akurasi metode analisis dihitung
dengan uji perolehan kembali dengan metode
penambahan persyaratan yaitu tidak kurang dari
90,0% dan tidak lebih dari 110,0% dari jumlah
yang tertera pada etiket (Depkes, R.1., 1995).

Tabel 2. Hasil uji kesesuaian sistem KCKT standar

eugenol

Parameter Nilai Syarat Keterangan

rerata
Lempeng 2.671 >2000 MS
teroritis (N)
Tailing 1.2397 0.9-1,4 MS
factor
Faktor 2,0148 - MS
kapasitas
(K)
% RSD 6,6947 <2% MS
Waktu
retensi
Resolusi 10,0412 >1,4 MS
%RSD Luas 195,237 >2% MS
Area

MS= Memenuhi syarat
- = Tidak diketahui

Akurasi dari metode spektrofotometri UV-
Vis dan KCKT dapat ditentukan dengan
menganalisis ketiga mosentrasi yang berbeda
dengan menggunakan larutan plasebo salep M/A
menggunakan teknik adisi standar senyawa
eugenol. Untuk pengujian akurasi digunakan
kosentrasi yang berbeda-beda yaitu kosentrasi
80, 100 dan 120%. Hasil dari pengujian ini di
perolehan kembali dari jumlah standar (analit)
yang ditambahkan ke dalam larutan plasebo atau
selisis antara rata-rata dengan nilai sebenarnya
yang dapat diterima menunjukkan nilai
akurasi/ketepatan (Sugihartini et al., 2014).

Linieritas dan sensitivitas

Data hasil uji lineritas dan sensitivitas
seperti pada table 3. Hasil persamaan regresi
linier yang peroleh dari nilai absorbansi versus
konsentrasi diperoleh kurva baku Y = 0,00245x-
0,0203 (Spektro UV Vis) dan y=10784x-941,14
(KCKT). Persamaan garis regresi linier
menunjukkan nilai korelasi (r) = 0,998 (gambar
4) sehingga memenuhi syarat (Miller dan Miller,
2005). Selanjutnya hasil Uji sensitivitas
dilakukan dengan uji batas deteksi (LOD) dan
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batas kuantifikasi (LOQ). Pada penelitian ini
diperoleh nilai LOD 0,76 pg/mL dan nilai LOQ
2,52 g

Tabel 3. Hasil uji linieritas, LOD, dan LOQ
spektrofotometri UV-Vis dan KCKT

Parameter
2
Metode Persamaan R LOD LOQ
kurva
baku
Spektro-  y=0,0245x 0,9998 0,1896 0,6318
fotometri  —0,0203
UV-Vis
KCKT y=10784x 0,998 0,2789 0,9265
—941,14
500000
KCKT
400000 y=10784x-941,14
R®=0998 _~
300000
200000 A
100000 e
-
0
0 10 20 30 40
1
0,8 Spektrofotometri
UV-Vis
0,6
y = 0,0245x - 0,0203
0.4 R?=0,9998
0,2
0
0 10 20 30 a0

Gambar 4. Grafik uji linieritas spektrofotometri
UV-Vis dan KCKT

Pembuatan kurva baku LOD dan LOQ
pada senyawa eugunol ini digunakan persamaan
garis pada metode spektrofotometri UV-Vis dan
KCKT dapat dilihat pada tabel 3 dan gambar 4.
Menunjukan nilai linieritas diperoleh pada
pengujian dengan ke dua metode tersebut.

Ketelitian (Presisi)

Data hasil Uji persisi dari ke dua metode
diantara spektrofotometri UV-Vis dan metode
KCKT dibuat dalam tiga kosentrasi standar dari
senyawa eugenol vyang berbeda-beda dari
kosentrasi 10,20 sampai dengan 30 ppm dari
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ketiga replikasi tersebut dapat dilihat pada (Tabel
4). Hasil penelitian ini nilai RSD yang diperoleh
sebesar 0,95% sehingga memenuhi syarat karena
nilai kurang dari 2% (Rohman, 2009).

Tabel 4. Hasil uji presisi metode spektrofotometri
UV-Vis dan KCKT

Konsentrasi Rerata
Metode kadar+ 9RSD
(ppm)
SD
10 10,24 0,19
0,02
Spektro- 20.15 +
fotometri 20 PO 0,10
. 0,02
UV-Vis
30 2891+ g 1p
0,03 '
10,24
10 0,07 0,64
19,75
KCKT 20 0,02 0,84
28,17 £
30 0.04 0,12
Hasil uji  dari kedua  metode
spektrofotometri UV-Vis dan KCKT dapat

dilihat pada (Tabel 4). Hasil tersebut menujukan
nilai %RSD <2%. Artinya ke dua metode
tersebut presisi. Nilai dari %RSD yang memiliki
nilai lebih kecil pada uji presisi menujukan hasil
yang sangat baik pada metode analisis (Pramod,

et al., 2013). Hasil perbandingan kedua metode
pada peneltitian ini didapatkan hasil dari %RSD
memiliki nilai yang lebih kecil pada metode
spektrofotometri UV-Vis dibandingkan dengan
metode KCKT. Dari hasil tersebut dapat
disimpulkan bahwa ke dua metode tersebut
memiliki perbedaan dalam analisis senyawa
kimia eugenol. Metode spektrovotometri UV-Vis
memiliki ketelitian yang lebih baik dibandingkan
metode KCKT untuk analisis senyawa kimia
eugenol.

Uji T test Data hasil penetapan kadar dari
metode spektrofotometri UV dan KCKT

Data hasil uji secara statistik. Uji
normalitas data menggunakan Kolmogorov
Smirnov dan uji homogenitas data menggunakan
tes Levene Statistic dan diperoleh kesimpulan
bahwa data yang diuji normal dan homogen, ini
dapat dilihat dari hasil signifikansi 0,200 > 0,05
yang artinya data tersebut homogen. Data
selanjutnya dilakukan uji t untuk mengetahui
perbedaan kadar eugenol dalam sediaan salep
MABC basis larut air dari kedua metode tersebut.
Hasil Uji t diperoleh nilai signifikansi kadar
eugenol dari kedua metode yaitu 0,480 yang
artinya kedua metode tersebut tidak berbeda
bermakna.

Tabel 5. Hasil Uji t validasi metode spektro UV Vis dan KCKT

Levene’s
Test for .
Equality of t-test for Equality of Mens
Variances
Sig. Std. 95% Confidence
Mean | of Th
F  Sig t df (2- Differenc  1°" Interval of The
' tailed o Differe Difference
) nce Lower Upper
Equal ) -
vaniance 4'5’9 '%4 431 16 000 637222 145699 o, oo 32835
Persen 4 . 5
—  assumed
Recover
y Equal i i
variance 12.38 -
s not 4.437 7 .001 -6.37222  1.45699 9.46089 3.252)335
assumed

Hasil anlaisis pada tabel 5 diketahui bahwa
tidak ada perbedaan signifikan antara kedua
metode yang digunakan untuk menentukan
vasidasi kadar eugenol baik dengan spektro UV
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vis ataupun KCKT. Dalm penelitian ini diketahui
bahwa hasil penetapan kadar eugenol
menggunakan spektrofotometri UV vis ataupun
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KCKT sama-sama memenuhi persyaratan dan
mempunyai kualitas yang baik.

Hasil penelitian ini secara keseluruhan
dapat dinyatakan bahwa metode standar dengan
sensitifitas, akurasi, dan presisi tinggi yang dapat
digunakan untuk dalam analisis suatu sampel
untuk menghasilkan suatu pengukuran kadar

tetap pada setiap sampel. Namun dapat
disarankan pada Industri obat sebaiknya
disarankan menggunakan validasi metode

spektrofotometri UV karena spektrofotometri
UV lebih murah dibandingkan metode KCKT
jika dilihat dari segi biaya.

Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian ini maka
dapat disimpulkan bahwa kedua metode
memenuhi persyaratan validasi. Hasil penetapan
kadar menggunakan kedua metode memenuhi
persyaratan menurut Farmakope Indonesia Edisi
VI dengan kriteria hasil validasi metode
menggunakan spektrofotometri uv
menunjukkan linieritas (R= 0,9998), presisi (CV
= 0,137%), LOD 0,190 pg/mL, LOQ 0,632
pg/mL, akurasi (recovery = 100,05%). Validasi
metode menggunakan KCKT menghasilkan
parameter linieritas (R= 0,998), presisi (CV =
0,533%), LOD 0,28 pg/mL, LOQ 0,93 pg/mL,
akurasi (recovery = 106,43. Kadar rata-rata
kadar eugenol pada sediaan salep MABC basis
larut air menggunakan spektrofotometri UV
sebesar (%kadar = 2,201 = 0,037) sedangkan
menggunakan KCKT sebesar(%kadar = 3,191 +
0,023). Kedua metode tidak memiliki perbedaan
nyata berdasarkan uji beda student test, baik pada
parameter validasi maupun hasil penetapan kadar
eugenol
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