Numbers : Jurnal Pendidikan Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam
Volume 1 Nomor 2 bulan April-Juni Page 35 - 43
e-ISSN: 2985-3885

E08

Numbers : Jurnal Pendidikan Matematika dan llmu Pengetahuan Alam
A Creative Commons Attribution-Non Commercial 4.0 International License.

Validasi Metode Analisis Fenilbutazon dalam Pembawa Vesikular
Etosom secara Spektrofotometri UV-Vis

Rezky Dwi Fitrianit, Nur Illiyyin Akib%, Muhammad Handoyo Sahumena?®
123 Fakultas Farmasi, Universitas Halu Oleo, Sulawesi Tenggara
rezkydwifitriani@gmail.com

Kata Kunci : ABSTRAK

fenilbutazon, etosom, Fenilbutazon telah digunakan selama bertahun-tahun untuk
spektrofotometri UV-Vis, mengobati Rheumatoid arthritis karena sifat analgetiknya serta
validasi metode analisis memiliki daya anti inflamasi yang kuat. Penelitian ini bertujuan

untuk memperoleh validasi metode analisis fenilbutazon dalam
vesikel etosom secara spektrofotometri UV-Vis yang valid.
Analisis kadar fenilbutazon dilakukan dengan menggunakan
metode spektrofotometri UV-Vis pada panjang gelombang
266nm. Parameter validasi metode dalam penelitian ini meliputi
linieritas, batas deteksi, batas kuantifikasi, presisi, akurasi dan
spesifisitas. Berdasarkan hasil validasi yang dilakukan diketahui
parameter linearitas yang ditunjukkan dengan nilai koefisien
korelasi (r) sebesar 0,999 dengan persamaan y = 0,036x + 0,305,
batas deteksi 0,556 pg/mL dan batas kuantifikasi sebesar 1,855
pg/mL, parameter presisi yang dinyatakan dengan %RSD
sebesar 0,088% untuk presisi intraday dan presisi interday rata
rata %RSD adalah 0,152%, parameter akurasi berdasarkan
%recovery dengan standar adisi 2 pg/mL, 6 pg/mL dan 10
pg/mL berturut-turut adalah 103,03%, 100,60% dan 101,84%
serta parameter spesifisitas, terbentuk puncak dengan A maks
yang sama dengan standar.

Keywords : ABSTRACT

phenylbutazone, ethosome, Phenylbutazone has been used for years to treat Rheumatoid
UV-Vis spectroscopy, analysis arthritis due to its analgesic properties and strong anti-
method validation. inflammatory effects. This research aims to obtain validation of

the analysis method for phenylbutazone in ethosome vesicles
using UV-Vis spectroscopy. The analysis of phenylbutazone
levels was conducted using UV-Vis spectroscopy at a wavelength
of 266nm. The method validation parameters in this study
include linearity, detection limit, quantification limit, precision,
accuracy, and specificity. Based on the validation results, the
linearity parameter showed a correlation coefficient (r) of 0.999
with the equation y = 0.036x + 0.305, the detection limit was
0.556 pg/mL, and the quantification limit was 1.855 pg/mL. The
precision parameter, expressed as %RSD, was 0.088% for
intraday precision and the average %RSD for interday precision
was 0.152%. The accuracy parameter based on %recovery with
standard additions of 2 pg/mL, 6 pg/mL, and 10 pg/mL were
103.03%, 100.60%, and 101.84%, respectively. The specificity
parameter indicated the formation of peaks with the same
maximum wavelength as the standard.
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PENDAHULUAN

Fenilbutazon adalah obat NSAID (Non-Steroidal Anti Inflammatory Drugs) turunan
pirazolon. Mekanisme kerjanya didasarkan atas penghambatan siklooksigenase-1 (COX-1) dan
siklooksigenase-2 (COX-2) yang berperan dalam memacu pembentukkan prostaglandin dan
tromboksan dari asam arakidonat. Prostaglandin merupakan molekul pembawa pesan pada proses
inflamasi (radang) (Sudjadi dan Rohman, 2012). Fenilbutazon efektif dalam pengobatan serangan gout
akut serta memiliki daya antiinflamasi yang kuat (Betram G.Katzung 1994). Fenilbutazon memiliki
aktivitas antiinflamasi yang lebih kuat sehingga telah digunakan selama bertahun-tahun untuk
mengobati Rheumatoid arthritis (Day dkk., 2000).

Fenilbutazon sangat sukar larut dalam air, tetapi mudah larut dalam aseton dan dalam eter
serta larut dalam etanol (Depkes RI, 1995). Kelarutan merupakan salah satu sifat fisikokimia senyawa
obat yang penting dalam meramalkan derajat absorbsi obat di saluran cerna. Obat-obat yang
mempunyai kelarutan kecil dalam air (poorly soluble drugs) seringkali menunjukkan ketersediaan
hayati rendah dan kecepatan disolusi merupakan tahap penentu (rate limting step) pada proses absorbsi
obat (Neha dkk., 2012; Zaini E dkk., 2014). Guna memperbaiki kelarutan serta mengatasi efek
samping tersebut maka fenilbutazon diberikan melalui sistem penghantaran berbentuk vesikel etosom
(Kee dan Evelyn, 1996).

Etosom merupakan vesikel pembawa yang lembut yang mengandung fosfolipid, etanol
dengan konsentrasi yang tinggi, propilen glikol dan air (Korting H.C., 1991). Etosom dapat membawa
molekul obat dengan berbagai macam karakteristik fisikokimia seperti hidrofilik, lipofilik ataupun
amfifilik (Parashar dkk., 2013). Etosom telah dilaporkan terbukti mampu menembus kulit dan
memungkinkan penghantaran senyawa kimia dari permukaan kulit ke dalam berbagai stratum kulit,
bahkan sirkulasi sistemik (Touitou, E., dan Godin, B., 2000).

Validasi metode analisis bertujuan untuk memastikan dan mengkonfirmasi bahwa metode
tersebut sudah sesuai untuk tujuan penggunaannya. Validasi adalah proses dimana prosedur dievaluasi
untuk menjamin kemanjuran dan keandalan untuk analisis sehingga sangat diperlukan sebagai kontrol
kualitas. Parameter yang harus ditentukan dalam validasi metode analisis yaitu linearitas, Limit of
Detection (LOD), Limit of Quantitation (LOQ), presisi, akurasi, spesifitas, ketangguhan (ruggedness)
dan kekuatan (robustness) (Riyanto, 2014).

Berdasarkan uraian di atas, penelitian tentang validasi metode analisis fenilbutazon dalam
pembawa vesikular etosom sangat penting dilakukan demi menjamin prosedur analisis, serta
mengetahui tingkat kepercayaan yang dihasilkan dari metode yang digunakan (Miller, 2000; Wardani,
2007).

METODE PELAKSANAAN

1. Penentuan Panjang Gelombang Maksimum dan Pembuatan Kurva Kalibrasi

a. Pembuatan larutan stok 100 pg/mL
Larutan stok fenilbutazon dibuat pada konsentrasi 100 pug/mL, dengan menimbang sebanyak
10 mg fenilbutazon dan dilarutkan dengan menggunakan etanol di dalam gelas kimia. Larutan
fenilbutazon kemudian dimasukkan dalam labu takar 100 mL dan dicukupkan volumenya
hingga tanda tera.

b. Penentuan Panjang Gelombang (Amaks)
Larutan stok fenilbutazon 100 pg/mL dipipet sebanyak 10 mL kemudian dimasukkan kedalam
labu takar 100 mL dan dicukupkan volumenya dengan menggunakan etanol hingga tanda tera
sehingga diperoleh larutan fenilbutazon 10 pg/mL. Larutan tersebut diukur serapannya pada
panjang gelombang 200-400 nm dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis untuk
menentukan panjang gelombang maksimum.

c. Pembuatan kurva kalibrasi
Larutan stok fenilbutazon 100 pg/mL dibuat 5 seri variasi konsentrasi larutan baku yaitu 2, 4,
6, 8 dan 10 pg/mL. Larutan stok 100 pg/mL dipipet sebanyak 2, 4, 6, 8, dan 10 mL kemudian
masing-masing dimasukkan ke dalam labu takar 100 mL dan dicukupkan volumenya
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menggunakan air suling hingga tanda tera. Larutan yang telah dibuat, diukur serapannya
menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang maksimum

2. Pembuatan Formula

Proses pembuatan formula fenilbutazon-etosom dibuat dalam volume 50 mL diambil dari
penelitian Dawu (2015) sebelumnya pada konsentrasi optimum yaitu fosfatidilkolin 3%, etanol
35%, propilen glikol 30% dan air suling 31,9%, yang dilakukan dengan menggunakan metode
panas. Proses pembuatan dilakukan pada suhu 400C. Fosfatidilkolin didispersikan dalam air suling
menghasilkan campuran (1). Etanol dan fenilbutazon dicampur dalam wadah yang berbeda
menghasilkan campuran (2). Propilen glikol dan sisa etanol dicampur menghasilkan campuran (3).
Campuran (3) dimasukkan ke dalam campuran (1) dan diaduk menggunakan pengaduk magnetik
dengan kecepatan 700 rpm selama 10 menit membentuk campuran (4). Campuran (2) dimasukkan
ke dalam campuran (4). Air suling ditambahkan sedikit demi sedikit dan pengadukan dilanjutkan
selama 5 menit hingga terbentuk suspensi. Suspensi didinginkan pada suhu ruang lalu disimpan
dalam lemari pendingin. Ukuran vesikel diperkecil dengan metode sonikasi.

3. Validasi metode analisis

a. Linearitas
Linearitas dihitung secara statistik melalui koefisien korelasi (r). Perhitungan tersebut dapat
dilakukan dengan cara memasukkan konsentrasi dan absorbansi larutan baku. Pengujian
linearitas berdasarkan nilai r pada persamaan regresi linear. Data yang diperoleh selanjutnya
diproses dengan metode kuadrat terkecil, untuk selanjutnya dapat ditentukan nilai kemiringan
(slope), intersep, koefisien korelasinya menggunakan persaman (Gandjar dan Rohman, 2007) :

b. LOD dan LOQ
Batas deteksi dan batas kuantitasi dihitung secara statistik melalui persamaan regresi linear
dari kurva standar. Perhitungan tersebut dapat dilakukan dengan cara memasukkan absorbansi
larutan baku hasil pengukuran ke dalam persamaan regresi linear yang diperoleh.

c. Presisi
Uji presisi dilakukan dengan membuat larutan fenilbutazon murni dengan konsentrasi 10
pg/mL. Sebanyak 10 mL larutan stok 100 pg/mL dimasukkan dalam labu takar 100 mL,
dicukupkan volumenya dengan etanol sampai tanda tera. Kemudian diukur absorbansinya
pada panjang gelombang maksimum dan diulangi pengukurannya sebanyak 10 Kali,
selanjutnya dapat diketahui nilai standar deviasi dan relative standar deviasi dari data yang
didapatkan (Miller, 2000) :

d. Akurasi
Uji akurasi dilakukan dengan metode simulasi yaitu penambahan sejumlah bahan baku
berkhasiat dalam jumlah yang diketakui ke dalam plasebo, dengan menambahkan 50 mg
fenilbutazon dalam etosom. Suspensi etosom-fenilbutazon diambil 10 mL, disentrivugasi pada
kecepatan 6000 rpm selama 2 jam. Hasil sentrifius diambil 1 mL, kemudian dilarutkan dalam
100 mL etanol. Di ambil 1 mL kemudian ditambahkan 9 mL etanol, dilakukan 3 Kkali
pengulangan. Larutan diukur pada panjang gelombang maksimum. Hal yang sama dilakukan
untuk penambahan 60 mg dan 70 mg (Miller, 2000).

e. Spesifitas
Uji spesifitas dilakukan dengan membuat larutan fenilbutazon murni dengan konsentrasi 0,1%
sebanyak 50 mL dan diukur serapannya secara spektrofotometri UV-Vis. Dibuat suspensi
etosom tanpa fenilbutazon (blanko) dan diukur serapannya secara spektrofotometri UV-Vis.
Dibuat pula suspensi fenilbutazon dalam etosom konsentrasi 0,1% dan diukur serapannya
secara spektrofotometri UV-Vis (Khoshneviszadeh, 2015)..

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pembuatan Kurva Kalibrasi
1. Penentuan Panjang Gelombang Maksimum (Amaks)
Penelitian ini dimulai dengan penentuan panjang gelombang maksimum (Amaks)
fenilbutazon menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada rentang panjang gelombang 200-400
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nm. Hasil pengukuran panjang gelombang maksimum (Amaks) fenilbutazon disajikan pada
gambar 11 :

300
m

Gambar 11. A maks larutan standar fenilbutazon

Menurut Depkes RI (1995) fenilbutazon memiliki panjang gelombang (Amaks) yaitu 264
nm, sedangkan Amaks yang hasilkan setelah pengukuran adalah 266 nm. Perbedaan ini dapat
disebabkan karena masing-masing alat memiliki sensitifitas yang berbeda. Adapun faktor lain
seperti: (1) jenis pelarut (polar, non polar), (2) kadar larutan, jika konsentrasi tinggi akan terjadi
polimerisasi yang menyebabkan A maksimum berubah sama sekali atau harga lo < Ia, (3) tebal
kuvet, jika digunakan kuvet dengan tebal berbeda akan memberikan spektrum serapan yang
berbeda, dan (5) cahaya, cahaya adalah sumber energi. Kondisi lampu yang digunakan juga
akan mempengaruhi A maksimum.

2. Pembuatan Kurva Baku Fenilbutazon

Kurva baku merupakan standar dari sampel tertentu yang dapat digunakan sebagai
pedoman ataupun acuan untuk sampel tersebut pada pengamatan. Pembuatan kurva baku
fenilbutazon dilakukan dengan membuat larutan baku fenilbutazon dalam lima variasi
kosentrasi yaitu 2 pg/mL, 4 pg/mL, 6 pg/mL, 8 pg/mL dan 10 pg/mL. Pembuatan kurva baku
bertujuan untuk mengetahui hubungan antara konsentrasi larutan dengan nilai serapannya
sehingga konsentrasi analit dalam sampel dapat diketahui (Harvey, 2000).

Validasi Metode Analisis
1. Linearitas

Linearitas adalah kemampuan metode analisis untuk memberikan respon proporsional
terhadap konsentrasi analit dalam sampel. Sebagai parameter adanya hubungan linear digunakan
koefisien korelasi (r) pada analisis regresi linear y = bx + a. Hubungan yang ideal dicapai jika
nilai b = 0 dan r = +1 atau —1 bergantung pada arah garis, sedangkan nilai a menunjukkan
kepekaan analisis terutama instrumen yang digunakan (Miller, 2000). Harga koefisien korelasi
() yang mendekati 1 menyatakan hubungan yang linear antara konsentrasi dengan serapan yang
dihasilkan, dengan kata lain peningkatan nilai serapan analit berbanding lurus dengan
peningkatan konsentrasinya yang sesuai dengan kriteria penerimaan koefisien korelasi (r) yang
baik yaitu r > 0,999 (Miller, 2000). Kurva kalibrasi fenilbutazon disajikan dalam Gambar 12 :

0.8

o

y = 0,0367x+0,3052
R? = 0,9997

Absorbansi (A)
RE S R R S

0 2 | 6 8 10 12

Konsentrasi (pg/mlL)
Gambar 12. Kurva kalibrasi larutan standar fenilbutazon seri
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Hubungan yang linear antara kosentrasi dan absorbansi diperoleh dari penelitian ini
dengan persamaan garis y = 0,036x + 0,305 dan nilai koefisien korelasi (r) = 0,999
menunjukkan kriteria penerimaan yang baik, sehingga dapat dikatakan metode analisis ini
memenuhi Kkriteria parameter linearitas.

2. Batas Deteksi (LOD) dan Batas Kuantitasi (LOQ)

Batas deteksi adalah yang terkecil konsentrasi analit yang dapat dideteksi secara statistik
pengukuran dan masih dapat diandalkan sementara batas kuantisasi adalah konsentrasi analit
terkecil yang bisa diukur (Miller, 2005). Hasil perhitungan statistik (Lampiran 3) diperoleh nilai
LOD sebesar 0,556 pg/mL dan nilai LOQ sebesar 1,855 pg/mL. Nilai LOD menunjukan bahwa
pada kosentrasi 0,556 pg/mL merupakan kosentrasi terendah dari larutan baku fenilbutazon
yang masih dapat terdeteksi oleh spektrofotometri UV-Vis sedangkan nilai LOQ menunjukan
bahwa pada kosentrasi 1,855 pg/mL merupakan kosentrasi terendah dari larutan fenilbutazon
yang masih dapat dikuantifikasi melalui persamaan regresi yang diperoleh dari kurva baku
fenilbutazon.

3. Presisi

Presisi adalah ukuran yang menunjukkan derajat kesesuaian antara hasil uji individual,
diukur melalui penyebaran hasil individual dari rata-rata jika prosedur diterapkan secara
berulang pada sampel-sampel yang diambil dari campuran yang homogen. Uji presisi dilakukan
untuk mengetahui ketelitian instrument spektrofotometer UV-Vis. Uji presisi dilakukan dengan
membuat larutan fenilbutazon murni dengan konsentrasi 10 pg/mL. Hasil uji presisi dapat
dilihat dalam table 3.

Tabel 3. Hasil uji presisi

No Uji Presisi Hari Ke %RSD
1 Inter-day Pertama 0,088%
Pertama 0,088%

2 Intra-day Ke-dua 0,037%
Ke-tiga 0,332%

Presisi diukur sebagai simpangan baku atau simpangan baku relatif (RSD). Berdasarkan
hasil perhitungan, diperoleh nilai presisi inter-day dengan nilai SD = 0,088 dan nilai %RSD =
0,088%. Untuk presisi intraday dari perolehan %RSD hari pertama, hari kedua dan hari ketiga
secara berturut-turut adalah 0,088%, 0,037% dan 0,332%, sehingga diperoleh nilai %RSD rata-
rata presisi intra-day adalah 0,152%. Maka dapat dipastikan bahwa instrument spektrofotomer
UV-Vis mempunyai ketelitian yang sangat tinggi karena nilai %RSD yang diperoleh <1%.

4. Akurasi

Akurasi adalah ukuran yang menunjukkan derajat kedekatan hasil analisis dengan kadar
analit yang sebenarnya. Tujuan dilakukannya uji akurasi adalah untuk melihat kepekaan metode
terhadap data yang dihasilkan. Uji akurasi dilakukan dengan metode simulasi, yaitu dilakukan
dengan pembuatan etosom tanpa fenilbutazon, kemudian masing-masing ditambahkan
fenilbutazon dengan kadar 50 mg, 60 mg dan 70 mg. Setiap sampel diambil 10 mL dan
disentrivugasi dengan kecepatan 600 rpm/jam. Supernatan diambil dan diukur serapannya pada
panjang gelombang 266 nm dengan spektrofotometer UV-Vis. Hasil spektra serapan analisis
kemudian dibandingkan dengan kadar standar yang ditambahkan pada sampel. Hasil uji akurasi
disajikan dalam table 4.
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Tabel 4. Hasil uji akurasi (%recovery)

Konsentrasi Absorbansi
%recovery %recovery rata-rata
() (v)

0,393 97,76 %

50 mg 0,392 96,64 % 98,13 %
0,395 100 %
0,409 96,26 %

60 mg 0,412 99,06 % 97,50 %
0,410 97,2 %
0,427 96,8 %

70 mg 0,431 100 % 98,66 %
0.430 99,2 %

Akurasi metode dapat dilihat dari hasil perolehan kembali fenilbutazon pada sampel.
Hasil rata-rata % recovery menunjukkan bahwa % recovery sesuai dengan standar yang di
tetapkan yaitu 80-110 (Gandjar dan Rohman, 2012). Karena itu, secara keseluruhan
keakuratannya persyaratan pengujian dapat diterima karena memenuhi spesifikasi yang

ditentukan.
5. Spesifitas

Spesifisitas adalah kemampuan suatu metode untuk dapat mengukur zat tertentu saja secara
cermat dan seksama dengan adanya komponen lain yang mungkin ada dalam matriks sampel.
Uji spesifitas bertujuan untuk mengetahui perubahan maupun pergeseran panjang gelombang
fenilbutazon karena adanya matriks etosom. Berikut adalah spektrum serapannya ditujukan pada

gambar:

A (Absorbansi)

A (Absorbansi) |

C (Konsentrasi)

Gambar 13. A maks larutan fenilbutazon

C (Konsentrasi)

Gambar 14. X maks etosom
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A (Absorbansi)

C (Konsentrasii '

Gambar 15. A maks fenilbutazon dalam etosom

Panjang gelombang maksimum larutan fenilbutazon yang ditunjukkan oleh gambar 13 adalah
266 nm, sedangkan gambar 14 etosom tanpa fenilbutazon tidak menunjukkan adanya puncak.
Panjang gelombang maksimum 266 nm dapat dilihat pula pada gambar 15, yaitu panjang
gelombang dari fenilbutazon dalam vesikel etosom. Ini menunjukkan nilai yang identik, yang
artinya metode spektrofotometri UV-Vis dapat membaca fenilbutazon secara cermat dan
seksama meskipun terdapat komponen matriks etosom dalam sampel, menandakan bahka
metode spektrofotometri UV-Vis memenuhi kriteria spesifik atau selektif. Dari proses validasi
yang dilakukan, diperoleh hasil seperti pada tabel 5.

Tabel 5. Hasil Uji Validasi

No Kriteria Validasi Hasil S_tandar Yang
Dipersyaratkan

1 Linearitas 0,999 =0,999

2  Batas deteksi (LOD) 0,556525 pg/mL -

3 Batas Kuantifikasi -

(L0Q) 1,855083 pg/mL

4  Presisi 0,08854% =2%

5 Akurasi 102,28%, 90-107 %
100,60%, 101,84
%

6  Spesifisitas Terbentuk puncak  Terbentuk puncak
dengan A maks dengan A maks yang
yang sama dengan  sama dengan standar
standar

KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan
Berdasarkan hasil validasi metode dan analisis fenilbutazon dalam sistem pembawa vesikular

etosom secara spektrofotometri UV-Vis, dapat disimpulkan bahwa metode spektrofotometri UV-Vis
untuk analisis fenilbutazon, diperoleh persamaan y = 0,036x + 0,035 dengan linearitas (r) = 0,999 dari
rentang konsentrasi 2-10ug/mL, batas deteksi (LOD) 0,556525ug/mL dan batas kuantifikasi (LOQ)
1,855083ug/mL. Nilai presisi yang baik ditunjukkan dengan nilai %RSD yang diperoleh presisi
intraday dan presisi inter-day adalah < 2% yaitu 0,088545% untuk presisi interday dan presisi intra-
day rata-rata %RSD adalah 0,152864979%, rata-rata %recovery dari ketiga konsentrasi 2 mg/mL, 6
mg/mL, dan 10 mg/mL secara berturut-turut adalah 103,03%, 100,60%, 101,84% dan diperoleh pula
spesifisitas yang baik yaitu terbentuk puncak dengan A maks yang sama dengan standar.
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Saran

Berdasarkan hasil validasi metode dan analisis fenilbutazon dalam sistem pembawa vesikular
etosom secara spektrofotometri UV-Vis, kami merekomendasikan penggunaan metode
spektrofotometri UV-Vis untuk analisis fenilbutazon.
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