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Abstract

An analytical method for the determination of thiamphenicol in dry syrup has been developed by
the TLC video densitometry method. Identification and quantification of thiamphenicol in simple
pharmaceutical preparations were performed on a silica gel GF2s4 plate using mobile phase ethyl
acetate:chloroform:methanol (7.5:2:0.5, v/v/v). The detection was carried out under a UV lamp at 254
nm and then captured by a digital camera with ISO 100 sensitivity, 50 mm focal point, {/6 aperture,
and 1/15 sec shutter speed. The captured images were analyzed using ImagelJ software to determine the
AUC values of each spot. The selectivity result was 1.52. Method validation results obtained regression
equation y = 1.7481x + 16498 (r = 0.9995; Vx0 = 0.80%). The limit of detection and the limit of
quantitation were 21.78 and 72.60 ppm respectively. The precision (%RSD) intra-day and inter-day
precisions were 1.07 and 1.34% respectively. The method has mean recoveries in the range of 96.62
- 100.91%. The levels of thiamphenicol in three dry syrup samples were 99.26, 101.25, and 101.81%,
respectively. The TLC video densitometry method can be used as a routine analysis of thiamphenicol
in dry syrup.

Keywords: dry syrup, thiamphenicol, TLC video densitometry.

Metode KLT Video Densitometri untuk Penetapan Kadar Tiamfenikol
dalam Sirup Kering

Abstrak

Metode analitik untuk penentuan tiamfenikol dalam sirup kering telah dikembangkan menggunakan
metode KLT video densitometri. Identifikasi dan kuantifikasi tiamfenikol dalam sediaan tablet
dilakukan pada lempeng silika gel GF2ss menggunakan fase gerak etil asetat: kloroform: metanol (7,5:
2: 0,5, v/v/v). Deteksi dilakukan di bawah lampu UV 254 nm dan kemudian diambil menggunakan
kamera digital dengan sensitivitas ISO 100, titik fokus 50 mm, aperture 1/6, dan shutter speed 1/15
detik. Gambar yang diambil dianalisis menggunakan perangkat lunak ImageJ untuk menentukan nilai
AUC dari setiap bercak. Hasil selektivitasnya adalah 1,52. Persamaan regresi tiamfenikol diperoleh
persamaan y = 1,7481x + 16498 (r = 0,9995; Vx0 = 0,80%). Batas deteksi dan batas kuantitasi
masing-masing sebesar 21,78 dan 72,60 bpj. Presisi (%RSD) dalam satu hari dan antar hari masing-
masing adalah 1,07 dan 1,34%. Metode ini menghasilkan rata-rata perolehan kembali direntang 96,62
hingga 100,91%. Kandungan tiamfenikol dalam tiga sampel sirup kering masing-masing sebesar
99,26, 101,25, dan 101,81%. Metode KLT video densitometri dapat digunakan sebagai analisis rutin
tiamfenikol dalam sirup kering.

Kata Kunci: sirup kering, tiamfenikol, KLT video densitometri.
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1. Pendahuluan

Tiamfenikol merupakan antibiotik
spektrum luas turunan kloramfenikol yang
mempunyai indikasi untuk infeksi'. Saat
ini produk yang beredar dan mengandung
tiamfenikol hanya berupa kapsul dan suspensi
kering. Tiamfenikol dibuat sediaan suspensi
kering karena zatnya sukar larut dalam air?
dan bentuk sediaan nyaman untuk diberikan
untuk pediatri®>. Rasa antibiotik yang pahit
dapat tertutupi jika dibuat sediaan sirup*.

Metode standar dalam penentuan kadar
tiamfenikol dalam sedian jadi tidak terdapat
di dalam Farmakope Indonesia, namun
beberapa penelitian telah melaporkan analisis
kadar tiamfenikol dalam sediaan dapat
dilakukan menggunakan Kromatografi Cair
Kinerja Tinggi (KCKT) dan spektrofotometri
ultraviolet>”’. Selain itu, metode KLT-
KCKT telah dilakukan untuk identifikasi
tiamfenikol dalam makanan ternak®. Kontrol
kualitas suatu zat aktif dalam sediaan dapat
menggunakan Kromatografi Lapis Tipis
(KLT). Kombinasi KLT dan densitometri
merupakan metode pemisahan analitik secara
simultan yang bercaknya dapat dipindai secara
optik elektronik sehingga dapat digunakan
untuk  penetapan kadar. Dibandingkan
dengan KCKT, fase gerak yang digunakan
di KLT dapat lebih luas dan bervariasi.
Sampel suspensi dapat ditetapkan kadarnya
secara langsung tanpa proses preparasi
sampel yang rumit®’. Selain itu metode KLT
Video densitometri ini memiliki kelebihan
diantara lain  instrumennya sederhana,
biaya operasional relatif murah, volume
pelarut yang digunakan sedikit, selektif dan
sensitif, serta kromatogramnya dapat diamati
secara visual'®'?.  Kromatogram direkam
menggunakan kamera video warna yang
sensitif, dan sinyal video dikirim ke papan
digitalisasi khusus (frame grabber) yang
membantu pemrosesan gambar secara cepat
melalui sistem komputer pribadi (seperti
ImageJ). Perangkat lunak khusus yang
dikembangkan untuk evaluasi kuantitatif
kromatogram  mendukung  pengeditan
dokumen gambar di layar, termasuk
pemilihan posisi pemindaian, ekstraksi data,
dan integrasi'®. Penerapan metode KLT video
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densitometri untuk analisis tiamfenikol belum
terdapat publikasi yang pernah dilakukan.
Berdasarkan uraian di atas, maka peneliti
tertarik untuk mengembangkan metode
Kromatografi Lapis Tipis (KLT) video
densitometri sebagai metode alternatif dalam
analisis kadar tiamfenikol dalam sediaan sirup
kering. Validasi metode merupakan tahapan
yang penting dalam melakukan analisis
kadar. Parameter validasi yang harus dipenuhi
meliputi selektivitas, linearitas, sensitivitas
(batas kuantitasi dan batas deteksi), presisi,
dan akurasi'*".

2.  Metode
2.1. Alat

Lempeng KLT silika gel 60 Foss
aluminium 20 x 20 cm (Merck), bejana
pengembang 10 x 10 cm, aplikator Camag
linomat 4, injector Camag, kamera digital
Sony Alpha tipe A5100, dan perangkat lunak
ImageJ versi 1.53h20.

2.2. Bahan

Tiamfenikol baku (PT Sanbe Farma),
tiamfenikol sirup yang mengandung 125
mg/5 mL tiamfenikol (3 merk di apotek),
metanol p.a (Merck), kloroform p.a (Merck),
etil asetat p.a (Merck), dan aquades.

2.3. Prosedur
2.3.1.Penyiapan Larutan Standar dan Larutan
Baku Kerja
Larutan  standar  dibuat dengan
menimbang seksama sejumlah kurang lebih
100 mg tiamfenikol dilarutkan dengan 50,0
mL metanol. Larutan baku kerja dibuat dari
pengenceran larutan standar hingga diperoleh
konsentrasi direntang 600-1200 bp;j.

2.3.2.Optimasi Kondisi Analisis

Pelat KLT silika gel GFzss diaktivasi
dengan cara dipanaskan pada suhu 105°C
selama 30 menit. Larutan kerja 1000
bpj ditotolkan penotolan menggunakan
aplikator Camag sebanyak 5 pL pada pelat
KLT. Fase gerak disiapkan dengan cara
mengkombinasikan beberapa pelarut seperti
metanol, etil asetat dan kloroform hingga
menghasilkan pemisahan bercak yang baik.



Lempeng KLT kemudian dimasukkan dalam
chamber yang telah jenuh. Setelah eluen
mencapai batas elusi, lempeng diangkat dan
dikeringkan kemudian diamati di bawah
lampu UV. Hasil kombinasi pelarut terbaik
diperoleh dari bercak yang menghasilkan
nilai Rf di rentang 0,2-0,8. Bercak difoto
menggunakan kamera Sony Alpha AS5100
dengan sensitivitas ISO 100, titik fokus 50
mm, aperture f/6, dan shutter speed 1/15
detik. File foto dibaca dengan perangkat
lunak /mageJ menghasilkan AUC untuk data
perhitungan berikutnya.

2.3.3.Selektivitas dan Spesifisitas

Preparasi standar: Larutan baku kerja
tiamfenikol 1000 bpj disiapkan kemudian
ditotolkan sebanyak 5 uL pada lempeng KLT
Silika Gel Fasa.

Preparasi sampel: Sirup yang telah
direkonstitusi ditimbang setara 125 mg
tiamfenikol (menggunakan kesetaraan BJ)
kemudian dimasukkan ke dalam labu ukur
25,0 mL dan dilarutkan dengan metanol.
Larutan tersebut diencerkan lima kali
menggunakan metanol. Larutan sampel
disaring dan dipindahkan kedalam vial
kemudian ditotolkan sebanyak 5 pL pada
lempeng KLT Silika Gel Fsa.

Preparasi fase gerak: Sebanyak
10 mL campuran pelarut etil asetat :
kloroform : metanol (7,5: 2 : 0,5) digunakan
sebagai fase gerak dimasukkan ke dalam
bejana (chamber) hingga jenuh. Pelat yang
telah ditotolkan larutan baku dan sampel
dimasukkan ke dalam chamber yang telah
jenuh. Setelah eluen mencapai batas elusi,
lempeng diangkat dan dikeringkan. Lempeng
noda yang dihasilkan diamati di bawah lampu
UV 254 nm, kemudian direkam dan file
hasilnya dibaca dengan perangkat ImageJ.
Nilai resolusi puncak tiamfenikol mempunyai
nilai pemisahan lebih dari 1,5.

2.4. Validasi Metode Analisis
2.4.1. Linearitas

Larutan baku kerja tiamfenikol dibuat
sebanyak tujuh konsentrasi yang berbeda yaitu
600, 700, 800, 900, 1000, 1100, dan 1200 bpj.
Larutan seri tersebut ditotolkan sebanyak 5
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uL pada pelat menggunakan aplikator Camag.
Setelah itu dilakukan pengembangan dengan
fase gerak terpilih. Setelah pengembangan,
pelat yang akan dianalisis dikeringkan untuk
menghilangkan uvap dari fase gerak dan
divisualisasikan di bawah sinar UV 254 nm
untuk mendeteksi bercak senyawa analit
tiamfenikol. Kemudian, gambar pelat KLT
di bawah sinar UV diambil menggunakan
kamera digital Sony Alpha tipe A5100 yang
sudah diletakkan di atas pelat. Gambar yang
dihasilkan berupa bercak yang terlihat jelas
kemudian dianalisis dengan perangkat lunak
Imagel untuk menghasilkan nilai AUC dari
masing-masing bercak. Selanjutnya dilakukan
perhitungan regresi linear dimasukkan dalam
persamaan garis y=bx+a. Dari persamaan
berikut dapat diperoleh nilai koefisien korelasi
(r) dan VxO0.

2.4.2. Sensitivitas

Proses analisis sama dengan linieritas
yang dilanjutkan dengan perhitungan nilai
parameter batas deteksi dan batas kuantitasi
dari data hasil pemindaian. Menghitung nilai
parameter batas deteksi dan batas kuantitasi
menggunakan persamaan Batas deteksi (BD)
= (3 x Sy/x)/b. Batas kuantitasi (BK) = (10 x
Sy/x)/b.

2.4.3. Akurasi

Uji akurasi dilakukan dengan membuat
sampel simulasi dengan formulasi yang terdiri
dari tiamfenikol, sukrosa, xanthan gum, asam
sitrat dan aerosil*. Sampel simulasi dibuat
konsentrasi tiamfenikol yang berbeda yaitu
80, 100, dan 120% dari kekuatan sediaan
yang tertera di etiket.

Larutan sirup simulasi ditimbang setara
dengan 5 mL (kesetaraan BJ), kemudian
dilarutkan menggunakan metanol p.a dalam
labu ukur 25,0 mL. Kemudian dilakukan
pengenceran sebanyak lima kali. Larutan
disaring kemudian ditotolkan sebanyak 5 pL di
pelat KLT. Proses penotolan, pengembangan,
penampakan dan perekaman bercak serta
analisis kromatografi sama dengan linearitas.
Kemudian dilakukan analisis kromatogram
sehingga diperoleh nilai respon luas puncak
(AUC).



Kadar yang dihitun
YT % 100%

% perolehan kembali = Cdar toorilis

2.4.4. Presisi

Presisi dilakukan dengan menggunakan
sampel simulasi konsentrasi 100% diulang
sebanyak 6 kali, kemudian larutan ditotolkan
pada pelat KLT masing-masing sebanyak
S5uL.  Kemudian dikembangkan dalam
chamber, diangkat lalu dikeringkan. Prosedur
ini dilakukan sebanyak tiga kali pada hari
yang berbeda untuk menentukan presisi
antara atau intermediate precission. Setelah
pelat kering, visualisasi dan pengambilan
gambar dilakukan. Selanjutnya, nilai respon
luas puncak (AUC) dihitung melalui analisis
kromatogram.

2.4.5. Penetapan Kadar Sampel

Sampel sirup kering tiamfenikol dipilih
tiga merk berbeda yang didapatkan dari salah
satu apotek daerah Bandung. Pembuatan
larutan uji dilakukan dengan menimbang
setara 5,0 mL sirup kemudian dilarutkan
menggunakan metanol p.a dalam labu ukur
25,0 mL. Larutan tersebut diencerkan 5
kali kemudian ditotolkan pada pelat KLT.
Penotolan sampel pada pelat KLT dilakukan
sebanyak tiga kali pengulangan. Setelah itu,
AUC bercak dan rataan AUC dihitung, dan
kromatogram baseline yang dipilih berwarna
hijau karena memberikan bentuk puncak
terbaik. Selanjutnya, dianalisis menggunakan
perangkat lunak /mageJ hingga diperoleh

Gambar 1. Hasil Uji Selektivitas, Baku (A);
Sampel (B); Sampel + Baku
Tiamfenikol (C)
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nilai luas area kemudian kemudian dihitung
konsentrasinya dari persamaan regresi linier
yang telah diperoleh. Nilai kadar yang
diperoleh harus memenuhi syarat yaitu 97%
- 103%?>.

3. Hasil
3.1. Selektivitas dan spesifisitas

Pada pengujian ini dilakukan percobaan
dengan delapan variasi fase gerak. Hasil
optimasi dapat dilihat pada Tabel 1. Sistem
KLT yang terbaik yaitu menggunakan fase
diam silika gel GF2s4 dan fase gerak No. 8 yaitu
etil asetat : kloroform : metanol (7,5:2:0,5,
v/v) dengan nilai selektivitas (o) sebesar
1,52. Hasil selektivitas ditunjukkan pada
Gambar 1. Bercak yang dihasilkan kemudian
divisualisasikan =~ menggunakan  software
ImageJ sehingga diperoleh kromatogram
seperti pada Gambar 2.

3.2. Linearitas

Berdasarkan hasil yang didapat nilai
koefisien korelasi (r) tiamfenikol adalah
0,9992 (n=7). Persamaan yang didapat sebesar
y = 1,7481x + 16498 dengan hasil nilai Vx0
yang didapatkan sebesar 0,80%.

3.3. Sensitivitas

Dari hasil perhitungan, diperoleh nilai
batas deteksi dan batas kuantitasi tiamfenikol
dengan metode KLT video densitometri
berturut-turut adalah 21,78 bpj dan 72,60 bpj.

Tabel 1. Optimasi Fase Gerak menggunakan pelat

KLT silika gel GF2s4
Fase Gerak (v/v) Rf Bentuk
Bercak
Metanol : Etil Asetat (3:97) 0,92 Pipih
Metanol : Etil Asetat (97:3) 1 Sedikit Bulat
) Pipih,
Etil Asetat 100% 0,76 .
Lonjong
Kloroform 100% 0,07 Bulat
Etil Asetat : Kloroform (1:1) 0,13 Bulat
Etil Asetat : Kloroform (8:2) 0,27 Bulat
Etil Asetat : Kloroform : 0.72 Pipih,
Metanol (7:2:1) ’ Lonjong
Etil Asetat : Kloroform : 0.63 Pipih,
Metanol (7,5 :2:0,5) ’ Lonjong
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Gambar 2. Kromatogram hasil ImageJ (a) tiamfenikol baku (b) sampel

3.4. Akurasi

Dari hasil uji akurasi menunjukkan
persen perolehan kembali direntang 96,62-
100,91% yang dapat dilihat pada Tabel 2.

3.5. Presisi

Uji presisi dilakukan menggunakan
metode sampel simulasi dengan konsentrasi
100%. Data presisi interday diperoleh dari
tiga hari percobaan (n=6). Hasil presisi yang
diperoleh memenuhi persyaratan yaitu nilai
RSD kurang dari 2%'¢ dapat dilihat pada
Tabel 3.

3.6. Penetapan Kadar

Pada penelitian ini dilakukan analisis
tiamfenikol di dalam tiga merek sirup kering
yang beredar di pasaran. Hasil rata-ratanya
dapat dilihat pada Tabel 4 berikut ini:

4. Pembahasan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah
dilakukan, menunjukkan bahwa hasil optimasi
fase gerak dari delapan variasi campuran
yang telah dilakukan dipilih sistem No 8 yaitu
campuran etil asetat : kloroform : metanol
(7,5: 2 : 0,5) digunakan sebagai fase gerak,
hasil pengujian yang dilakukan memberikan
nilai Rf sebesar 0,63. Nilai Rf yang diperoleh
Tabel 2. Hasil Akurasi

menunjukkan bahwa hasil berada pada rentang
nilai persyaratan yaitu 0,2-0,8. Pelarut 7 dan
8 mempunyai campuran yang sama dengan
komposisi yang berbeda. Penambahan
volume etil asetat dapat menurunkan polaritas
dari fase gerak sehingga menurunkan nilai Rf
tiamfenikol. Komponen dari senyawa akan
melewati fase diam dengan tingkatan yang
berbeda sehingga memiliki faktor retensi
yang berbeda juga'’. Sistem kromatografi
yang lain menunjukkan nilai Rf sangat
rendah untuk fase gerak nomor 2, 4, 5 dan 6,
sedangkan Rf yang sangat tinggi ditunjukkan
pada sistem kromatografi nomor 1, 3 dan 7.
Nilai Rf yang terlalu rendah atau tinggi akan
mengganggu terhadap visualisasi bercak
yang berasal dari pelarut'®. Selektivitas dapat
dilihat dari pemisahan analit yang diperiksa
dan analit yang terdapat di dalam sampel
dapat berpisah. nilai selektivitas (o) sebesar
1,52, dimana persyaratan untuk nilai adalah o
> 1,52 Nilai selektivitas menunjukkan adanya
pemisahan yang baik antara satu analit dengan
yang lainnya. Semakin besar nilai selektivitas
dapat menyatakan pemisahan yang besar
perbedaannya. Linearitas yaitu kemampuan
metode analitik untuk merespon berbanding
lurus dengan konsentrasi analit dalam sampel.
Berdasarkan hasil yang didapat nilai koefisien

Konsentrasi Massa teoritis (mg) Massa hasil percobaan (mg) Perolehan kembali (%) Rata-rata
80% 100 96,05 96,05 96,62 %
100 96,76 96,76
100 97,05 97,05
100% 125 124,01 99,21 98,72 %
125 123,09 98,47
125 123,10 98,48
120% 150 151,62 101,07 100,91 %
150 150,09 100,06
150 152,38 101,59
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Tabel 3. Data Presisi

Tabel 4. Kadar Tiamfenikol dalam Sirup Kering

Hari ke- Kadar (%) +SD RSD interday (%) Sampel Merk Kadar (mg/5SmL) Kadar (%)
1 99,22 + 1,06 1,07 A 124,08 2,14 99,26 1,71
2 100,73 = 1,11 1,10 B 126,57 £2,38 101,25+ 1,91
3 101,21 +1,88 1,86 C 127,26 £ 1,34 101,81+ 1,07

baku tiamfenikol adalah 0,9992. Persamaan
yang didapat sebesar y = 1,7481x + 16498.
Koefisien korelasi dapat diartikan sebagai
kedekatan antara titik dan garis. Korelasi
menjadi lebih kuat semakin dekat titik ke
garis. Nilai r sebesar 0,9995 tersebut akan
semakin linear karena mendekati satu'. Jika
persyaratan Vx0 kurang dari 2%, maka hasil
nilai Vx0 yang didapatkan sebesar 0,80%
dapat dinyatakan nilai tersebut memenuhi
syarat yang dapat diartikan bahwa ada korelasi
linear antara jumlah tiamfenikol dengan
luas area yang diperoleh. Maka, persamaan
linearitas pada kurva baku tiamfenikol
dapat digunakan untuk menentukan jumlah
tiamfenikol yang terkandung dalam sampel
sirup kering.

Batas deteksi (BD) merupakan
konsentrasi terendah yang masih dapat
terdeteksi di dalam sampel'®. Dari hasil
penelitian diperoleh konsentrasi 21,78 bpj.
Sedangkan batas kuantitasi (BK) adalah
konsentrasi terkecil dari sampel yang dapat
ditentukan secara kuantitatif'®>. Hasil BK
diperoleh konsentrasi sebesar 72,60 bpj. BD
dan BK diperoleh dari hasil perhitungan secara
statistik melalui regresi linier kurva kalibrasi.
Akurasi adalah kedekatan kesepakatan
antara nilai yang diterima baik sebagai nilai
konvensional yang sebenarnya atau sebagai
nilai referensi yang diterima dan nilai
yang ditemukan®. Rentang keberterimaan
ditunjukkan dengan batas persen recovery
untuk setiap konsentrasi analit pada matriks.
Berdasarkan Tabel 3 menunjukkan tingkat
perolehan  kembali  tiamfenikol  pada
konsentrasi sampel simulasi, masing-masing
sebesar 96,62; 98,7; dan 100,9%. Dapat
diartikan hasil perolehan kembali yang
diperoleh berada pada rentang 95-105%7%.
Presisi merupakan kedekatan nilai antara
setiap pengukuran dalam kondisi analisis
yang sama. Parameter deviasi standar relatif
(RSD) dapat digunakan untuk mengukur
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presisi. Berdasarkan Tabel 6 hasil presisi
yang diperoleh memenuhi persyaratan yaitu
nilai RSD kurang dari 2%".

Jika semua parameter validasi metode
terpenuhi, dapat disimpulkan bahwa metode
yang digunakan dalam penelitian ini
memenuhi persyaratan validasi dan dapat
digunakan untuk menetapkan kadar sampel.
Sampel yang digunakan adalah sampel sirup
kering tiamfenikol dengan tiga merek yang
berbeda. Setelah didapatkan bercak berupa
gambar selanjutnya dianalisis menggunakan
perangkat lunak /mageJ hingga mendapatkan
AUC tiamfenikol, kemudian dimasukkan ke
persamaan garis linear. Berdasarkan Tabel 5
diketahui hasil penetapan kadar tiamfenikol
dalam sirup kering untuk ketiga sampel
diperoleh hasil berturut-turut sebesar 99,26,
101,25, dan 101,81%, hal ini menunjukkan
bahwa kadar tiamfenikol diperoleh memenuhi
persyaratan yang tertera pada Farmakope
Edisi VI dimana tiamfenikol mengandung
tidak kurang dari 98,0% dan tidak lebih dari
100,5%?>.

5. Kesimpulan

Dari hasil penelitian dapat disimpulkan
bahwa metode KLT video densitometri
yang telah divalidasi dapat digunakan untuk
analisis rutin tiamfenikol dalam sediaan sirup
kering.
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