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VALIDASI METODE ANALISIS SENYAWA ASAM RETINOAT DALAM
KRIM WAJAH DENGAN METODE KROMATOGRAFI LAPIS TIPIS
(KLT) - DENSITOMETRI

Dhimas Aditya Pratama
Prodi Farmasi

INTISARI

Metode kromatografi lapis tipis (KLT)-densitometri merupakan metode yang
dapat digunakan untuk penetapan kadar asam retinoat dalam sediaan krim wajah.
Validasi metode dilakukan untuk memberikan hasil yang dapat dipercaya sebelum
dilakukan proses penetapan kadar. Asam retinoat dalam krim wajah dipisahkan
dengan metode KLT menggunakan fase diam silika gel 60 F,s, dengan fase gerak
sistem A n-heksan:asam asetat glasial 0,33 % dalam etanol mutlak (9:1) dan
sistem B n-heksan:aseton (6:4). Analisis kuantitatif dilakukan dengan
densitometer pada panjang gelombang 334 untuk fase gerak sistem A nm dan 337
nm untuk fase gerak sistem B. Analisis hasil dilakukan dengan membandingkan
nilai Rf antara standar dan sampel serta menilai kesesuaian validasi metode
dengan membandingkan International Conference on Harmonization (ICH) dan
Association of Analytical Chemist (AOAC) yang meliputi spesifisitas, linearitas,
LOD, LOQ, presisi, akurasi, dan kisaran (range). Uji spesifisitas menunjukkan
pemisahan yang baik antara larutan baku asam retinoat dengan larutan sampel dan
sampel spike. Uji linearitas pada fase gerak sistem A dan sistem B diperoleh nilai
(r) keduanya sebesar 0,9996. Nilai %RSD asam retinoat pada fase gerak sistem A
dan sistem B berturut-turut 3,98 % dan 2,85 % . Hasil uji akurasi didapatkan
perolehan kembali asam retinoat pada fase gerak sistem A dan sistem B berturut-
turut 96,87% dan 96,64%. Hasil identifikasi dan penetapan kadar menunjukkan
kelima sampel krim wajah yang diujikan tidak mengandung asam retinoat.

Kata Kunci : Asam retinoat, krim wajah, validasi metode, KLT-densitometri

Xiv



VALIDATION OF METHODS OF ANALYSIS RETINOIC ACID
COMPOUNDS IN THE FACE CREAM USING THIN LAYER
CHROMATOGRAPHY METHODS (TLC) - DENSITOMETRY

Dhimas Aditya Pratama
Pharmacy Study Program

ABSTRACT

Thin layer chromatography (TLC)-densitometry method is the method that should
be used for the quantification of the retinoic acid in face cream. The validation
method is needed to give results trustworthy before quantification process is
completed. Retinoic acid in face cream was separated with TLC method used
silica gel 60 F,s4 as stationary phase and system a (n-hexane: acetic acid glacial
0,33 % in ethanol absolute (9:1)) and system b (n-heksan: acetone (6:4)) as mobile
phases. The quantitative analysis was done used densitometer at wavelengths 334
nm for system A and 337 nm for system b. The analysis was done by compared
the Rf value between standards and sample and assessed validation parameter by
compared it with International Conference on Harmonization (ICH) and
Association of Analytical Chemist (AOAC), include specificity, linearity, LOD,
LOQ, precision, accuracy, and the range. Specificity test showed good separation
between the standard solution of retinoic acid, sample solution and sample spike.
Linearity test of retinoic acid in system A and system B obtained (r) value 0.9996.
% RSD value of retinoic acid in the system A and system B respectively 3,98%
and 2,85%. The accuracy of test results obtained recoveries of retinoic acid in the
system A and system B respectively 96,87% and 96,64%. Identification and assay
results indicated the five face creams tested did not contain retinoic acid.

Keywords: Retinoic acid, face cream, method validation, TLC-densitometry
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1.Latar Belakang Masalah

Asam retinoat merupakan sebuah retinoid aktif turunan vitamin A dalam
bentuk asam yang dibentuk dari all-trans retinol (retinoid dalam bentuk alkohol).
Bahan ini sering digunakan sebagai preparat untuk kulit, terutama dalam
pengobatan jerawat, untuk mengatasi kerusakan kulit akibat paparan sinar
matahari (sundamage), serta sebagai pemutih®. Asam retinoat hanya boleh
digunakan dengan resep dokter, namun pada kenyataannya asam retinoat
seringkali dijual bebas di pasaran. Penggunaan asam retinoat memiliki efek
samping bagi kulit sensitif, yaitu kulit menjadi gatal, memerah dan terasa panas
serta jika pemakaian yang berlebihan khususnya pada wanita yang sedang hamil
dapat menyebabkan cacat pada janin yang dikandungnya®. Asam retinoat boleh
digunakan untuk pengobatan jerawat dan photo aging dengan syarat konsentrasi
sebesar 0,05%, dan 0,1%).

Tahun 2009 Badan Pengawasan Obat dan Makanan (BPOM)
mengeluarkan public warning terkait penarikan krim wajah yang mengandung
asam retinoat yang beredar di pasar-pasar tradisional Kota Yogyakarta. Pada
tahun 2013 BPOM kembali mengeluarkan public warning terkait 17 merek
kosmetik perawatan khusus berupa krim wajah yang mengandung bahan
berbahaya, dan 7 diantaranya positif mengandung asam retinoat. Melihat hal
tersebut, peneliti merasa perlu melakukan penelitian untuk mengidentifikasi dan
mengkuantifikasi kandungan asam retinoat di dalam krim wajah agar dapat
memberikan informasi kepada masyarakat sehingga dapat terhindar dari krim-
krim wajah yang mengandung bahan berbahaya, salah satunya asam retinoat®.

Salah satu metode analisis yang dapat digunakan untuk mengidentifikasi
asam retinoat adalah dengan kromatografi lapis tipis (KLT). Metode ini memiliki
berbagai keuntungan, antara lain prosedur yang lebih sederhana dan memiliki

tingkat ketelitian yang baik®. Penelitian mengenai identifikasi asam retinoat



menggunakan metode KLT pada kosmetik krim pemutih sebelumnya telah
dilakukan di Kota Manado. Berdasarkan penelitian tersebut didapatkan hasil uji
bahwa dari 5 sampel, terdapat 3 sampel krim pemutih wajah yang positif
mengandung asam retinoat®.

Validasi metode dilakukan dengan tujuan untuk membuktikan bahwa
metode analisis yang digunakan telah memenuhi parameter-parameter validasi
yang ditetetapkan, agar karakteristik kinerja metode ini terjamin dan hasil yang
didapat ketika menggunakan metode ini dapat dipercaya, selain itu untuk
menjamin bahwa metode analisis akurat, spesifik, reprodusibel, dan tahan pada
kisaran analit yang akan dianalisis®. Internatonal Conference on Harmanization
(ICH) membagi karakter validasi metode menjadi beberapa parameter validasi
dengan kategori presisi, akurasi, spesifisitas, linearitas, batas deteksi (LOD), batas
kuantifikasi (LOQ), dan kisaran‘”.

1.2. Perumusan Masalah

1. Bagaimanakah validitas dari metode KLT-densitometri meliputi akurasi,
presisi, spesifisitas, linearitas, LOD, LOQ, dan rentang yang digunakan untuk
mengkuantifikasi asam retinoat di dalam krim wajah berdasarkan
International Conference on Harmanization (ICH) dan Association Of
analytical Chemist (AOAC)?

2. Apakah di dalam sampel krim wajah yang diuji KLT-densitometri dengan
terkandung asam retinoat dan berapa kadar asam retinoat yang terkandung

dalam sampel ?

1.3. Tujuan Penelitian
1. Mengetahui validitas metode KLT-densitometri meliputi akurasi, presisi,
spesifisitas, linearitas, LOD, LOQ, dan rentang yang diterapkan untuk
mengkuantifikasi kandungan asam retinoat di dalam krim wajah berdasarkan
ICH dan AOAC.
2. Mengidentifikasi dan mengkuantifikasi kandungan asam retinoat di dalam

sampel krim wajah menggunakan KLT-densitometri.



1.4. Manfaat Penelitian

1. Memberikan informasi kepada masyarakat agar berhati-hati dalam
menggunakan kosmetik yang digunakan terutama yang tidak teregistrasi di
BPOM.

2. Memperdalam ilmu peneliti terkait penerapan metode KLT-densitometri pada
identifikasi asam retinoat di dalam krim wajah.

3. Hasil penelitian nantinya dapat memberikan informasi mengenai parameter-
parameter validasi metode KLT untuk identifikasi kandungan asam retinoat

di dalam krim wajah.



BAB |1
STUDI PUSTAKA

2.1. Tinjauan Pustaka

2.1.1. Krim Pemutih

Krim adalah suatu sediaan berbentuk setengah padat mengandung satu
atau lebih bahan kosmetik terlarut atau terdispersi dalam bahan dasar yang sesuai,
berupa emulsi kental mengandung tidak kurang 60% air ditujukan untuk
pemkaian luar. Krim terbagi atas dua tipe yakni krim tipe air minyak (A/M) dan
krim minyak air (M/A). Pembuatan krim dilakukan dengan menggunakan zat
pengemulsi dan surfaktan-surfaktan anionik, kationik, dan nonionik®.

Krim pemutih merupakan campuran bahan kimia dan atau bahan lainnya
dengan khasiat bisa memutihkan kulit atau memucatkan noda hitam (coklat) pada
kulit®. Asam retinoat sering dimasukkan dalam komposisi krim pemutih karena
dipercaya memiliki efek pemutih, padahal yang kita ketahui asam retinoat tidak
boleh digunakan sebagai bahan dalam pembuatan kosmetik. Berdasarkan public
warning atau peringatan dari BPOM Nomor KH.00.01.43.2503 tanggal 11 Juni
2009, beberapa senyawa berbahaya yang dijumpai dalam kosmetika antara lain
merkuri (Hg)/air raksa yang termasuk logam berat berbahaya, hidrokinon, bahan
pewarna merah K.3 (ClI 15585), merah K.10 (rhodamin B), jingga K.1 (CI 12075),
dan asam retinoat. Produk-produk kosmetik tersebut ditarik dari peredaran oleh
BPOM karena ada kekhawatiran senyawa-senyawa pada kosmetik tersebut dapat
menyebabkan risiko kesehatan pada konsumen®,

Sebelumnya telah dilakukan penelitian mengenai identifikasi asam retinoat
dalam krim pemutih wajah yang beredar di Kota Manado menggunakan metode
KLT-spektrofotometri dan didapatkan hasil atau data 3 dari 5 sampel positif
mengandung asam retinoat. Berbeda pada penelitian ini, identifikasi dan
penetapan kadar asam retinoat dilakukan dengan mengunakan metode KLT-

densitometri®.



2.1.2. Krim Wajah Sebagai Obat

Asam retinoat biasanya sering digunakan sebagai preparat dalam
pengobatan jerawat pada sediaan krim dan lainnya. Mekanisme dari asam retinoat
sebagai obat jerawat belum banyak diketahui sepenuhnya. Sebuah penelitian yang
dilakukan oleh Diane Thiboutot dari Pennsylvania State University College of
Medicine mengungkapkan bahwa asam retinoat meregulasi gen untuk
pembentukan protein NGAL. Protein NGAL akan berperan dalam proses
kematian (apoptosis) kelenjar sebasea, yaitu kelenjar penghasil minyak di kulit,
yang umumnya terlibat pada terjadinya jerawat. Kematian sel kelenjar sebasea
berakibat pada penurunan produksi minyak kulit dan akan mengurangi jerawat®.
Konsentrasi asam retinoat boleh digunakan untuk pengobatan jerawat dan photo
aging adalah sebesar 0,05%, dan 0,1%®.

2.1.3. Asam Retinoat

Asam retinoat atau yang disebut juga dengan tretinoin merupakan bentuk
asam dan bentuk aktif dari vitamin A (retinol) “%. Asam retinoat adalah turunan
vitamin A dalam bentuk asam yang dibentuk dari all-trans retinol (retinoid dalam
bentuk alkohol). Asam retinoat sering digunakan dalam bentuk sedian vitamin A
topikal yang hanya dapat diperoleh dengan resep dokter®. Asam retinoat
mengandung tidak kurang dari 97,0 % dan tidak lebih dari 103 % CyH250,
dihitung terhadap zat yang telah dikeringkan. Berdasarkan Dirjen POM (1995),

sifat fisika dan kimia asam retinoat adalah sebagai berikut™;

O
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Gambar 2.1 Struktur Asam Retinoat®?,

1. Rumus Molekul  : C5,0OH»50,
2 Berat Molekul : 300,44 g/mol

3. Pemerian : Serbuk hablur, kuning sampai jingga muda



4. Kelarutan : Tidak larut dalam air, sukar larut dalam etanol dan dalam
klorofom.

2.1.4. Mekanisme Efek Pemutih Asam Retinoat

Reseptor asam retinoat pada kulit dinamakan retinoic acid receptor (RAR)
yang berlokasi di dalam sel (intraseluler). Apabila asam retinoat mengikat
reseptornya, maka akan mengaktifkan transkripsi gen yang akan menstimulasi
replikasi dan diferensiasi sel rutama adalah sel-sel kreatin (sel-sel tanduk)
penyusun kulit paling luar (epidermis). Hal akan menyebabkan efek berkurangnya
keriput dan memperbaiki sel-sel kulit yang rusak,misalnya karena paparan sinar
matahari“?.

Asam retinoat yang biasanya dimasukkan dalam komposisi krim pemutih
karena dipercaya dapat memberikan efek pemutih. Efek pemutih didapatkan
secara tidak langsung melalui penghambatan pigmen melanin seperti beberapa
senyawa pemutih lainnya, tetapi diduga karena terjadinya peningkatan proliferasi
sel-sel kreatin dan percepatan turnover epidermis (lapisan kulit paling luar),

sehingga memberikan efek mencerahkan kulit)®?.

2.1.5. Efek Samping Asam retinoat

Asam retinoat memiliki efek yang berbahaya pada penggunaan topikal
yang diantaranya dapat menyebabkan iritasi kulit, kulit seperti terbakar, terutama
buat yang memiliki kulit sensitif. Pada penggunaan sistemik, asam retinoat dapat
menyebabkan abnormalitas perkembangan janin dan kandungan. Efek yang paling
nyata pada gangguan sistemik, tetapi pada gangguan topikal (dioleskan dikulit
dalam jangka waktu lama yang dikuatirkan akan menyebabkan terserapnya asam
retinoat ke dalam tubuh dan akan mempengaruhi janin apabila digunakan oleh

wanita hamil®®

2.1.6. Kromatografi Lapis Tipis (KLT)
Prinsip dari metode KLT adalah suatau analit bergerak naik atau melintasi
fase diam (paling umum digunakan gel silika), di bawah pengaruh fase gerak

(biasanya campuran pelarut organik), yang bergerak melalui fase diam oleh kerja



kapiler. Jarak pemindahan oleh analit ditentukan oleh afinitas relatifnya untuk

fase diam vs fase gerak?.

Penerapan prinsip kerja dari KLT antara lain :

1. Dapat digunakan KLT untuk menentukan pengotor dalam bahan baku farmasi
dan produk-produk yang sudah diformulasi.

2. Digunakan sebagai pemeriksaan identitas dasar terhadap bahan baku farmasi

3. Dapat juga digunakan dalam validasi pembersihan, yang merupakan bagian
dari pembuatan obat.

Metode KLT memiliki kelebihan-kelebihan antara lain®?:

1. Dapat dilakukan deteksi melalui reaksi kimia dengan menggunakan reagen
penampak, yang dimana setiap jenis senyawa dapat dideteksi bila
mengggunakan reagen deteksi yang sesuai.

2. Dapat dikombinasikan dengan deteksi densitometri, metode ini digunkan
sebagai teknik kuantitatif untuk senyawa-senyawa yang sukar dianalisis
dengan metode-metode kromatografi lainnya karena adanya kromofor.

3. Dapat dilakukan untuk menganalisis banyak sampel sekaligus, meningkatkan
kecepatan analisis, dan dapat diatomatisasi.

Keterbatasan dari metode KLT ini antara lain:

1. Kepekaan sering kali terbatas.

2. Tidak cocok untuk senyawa atsiri.

3. Membutuhkan operator yang terampil untuk penggunaan yang optimal
dibandingkan dengan KCKT.

2.1.7. Densitometri

Densitometri adalah metode analisis instrumental yang mendasarkan pada
interaksi radiasi elektromagnetik dengan analit yang merupakan bercak pada
KLT. Metode ini sering digunakan dalam pengukuran secara kuantitatif sebab
relatif standar deviasi dari densitometri dapat diperoleh di bawah 2%*®. Evaluasi
bercak hasil KLT secara densitometri dilakukan dengan men-scanning bercak
dengan sumber sinar dalam bentuk celah (slit) yang dapat dipilih panjang dan

lebarnya. Perbedaan antara signal optik daerah yang tidak mengandung bercak



dengan daerah yang mengandung bercak dihubungkan dengan banyaknya analit
yang ada melalui kurva kalibrasi yang telah disiapkan dalam lempeng yang sama.
Pengukuran desitometri dapat dibuat melalui absorbansi atau dengan fluorensi.
Salah satu keuntungan dari densitometri, yaitu gambar elektronik untuk
dokumentasi kromatogram planar mudah diarsipkan dan dapat diambil setiap saat
berubah serta gambar dapat dievaluasi dengan mudah. Tingkat deteksi minimum
untuk pengukuran pada sinar tampak atau ultraviolet dari 100 p sampai 100 ng

per totolan™®.

2.1.8. Validasi Metode Analisis
2.1.8.1. Definisi Validasi Metode
Validasi metode analisis adalah suatu tindakan penilaian terhadap
parameter tertentu, berdasarkan percobaan laboratorium, untuk membuktikan
bahwa parameter tersebut memenuhi persyaratan untuk penggunaannya®: Suatu
metode analisis harus dilakukan validasi untuk melakukan verifikasi bahwa
parameter-parameter kinerjanya cukup mampu untuk mengatasi problem analisis,
karenanya suatu metode harus divalidasi, ketika:
1. Metode baru dikembangkan untuk mengatasi problem analisis tertentu
2. Metode yang sudah baku direvisi untuk menyesuaikan bahwa metode baku
tersebut harus direvisi.
3. Penjaminan mutu yang mengindikasikan bahwa metode baku telah berubah
seiring dengan berjalannya waktu.
4. Metode baku digunakan di laboratorium yang berbedam dikerjakan oleh
analis yang berbeda, atau dikerjakan dengan alat yang berbeda.
5. Untuk mendemonstrasikan kesetaraan antar 2 metode, seperti antara metode
baru dan metode baku™®.
Metode yang digunakan untuk pemeriksaan produk farmasetika dapat
diklasifikasikan menjadi:
1. Kategori I: suatu metode untuk kuantifikasi komponen maupun substansi
bahan baku obat atau bahan aktif (termasuk pengawet) pada hasil akhir

farmasetika termasuk dalam kategori I.



2. Kategori I: metode analitik untuk menentukan campuran dalam substansi
bahan baku atau komponen sisa pada produk akhir farmasetika dimasukkan
dalam kategori II.

3. Kategori Ill: metode analitik ini untuk menentukan peforma karateristik

(contoh: disolusi, pelepasan obat) termasuk dalam kategori I11.

Tabel 2.1. Parameter analisis validasi metode®®.

Pengujian Kategori Il

_Parameter_ ' Pengujign e > Pengujian
Kinerja Analisis  Kategori I  Kuantitatif Uji Batas Kategori |11
Akurasi Ya Ya * *
Presisi Ya Ya Tidak Ya

Spesifitas Ya Ya Ya *
LOD Tidak Tidak Ya *
LOQ Tidak Ya Tidak *

Linearitas Ya Ya Tidak *

Kisaran Ya Ya * *

*mungkin diperlukan (tergantung sifat spesifikasi tes).

2.1.8.2. Parameter Validasi Metode

ICH membagi karakteristik validasi metode menjadi beberapa parameter,
antara lain akurasi, presisi, spesifisitas, linearitas, LOD, LOQ, dan kisaran
(range). Berikut adalah penjelasan dari parameter-parameter validasi metode
analisis tersebut”:
1. Presisi

Presisi merupakan derajat kesesuaian atau ukuran keterulangan metode di
bawah kondisi tertentu. Keterulangan menyatakan presisi yang diperoleh dibawah
kondisi-kondisi pelaksanaan yang sama selama interval waktu yang singkat dan
penetapan kadar dilakukan menggunakan instrumen tunggal®. Presisi dilihat dari
batas penerimaan kurang dari 2% untuk parameter yang diuji*®. Ketelitian adalah
derajat kesesuaian antara hasil uji individual yang diperoleh dari pengambilan
sampel yang berulang suatu sampel yang homogen dengan menggunakan suatu
metode analisis. Presisi umumnya dinyatakan dengan koefisien variansi (CV) atau

standar deviasi relatif (RSD). Parameter lain yang digunakan untuk menentukan
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presisi adalah dengan RSD Horwitz. Ditemukan bahwa koefisien variansi

meningkat seiring dengan menurunnya konsentrasi analit®©.

Tabel 2.2. Kriteria penerimaan presisi pada konsentrasi analit yang berbeda®.
Kadar Analit (%) Analyte Ratio Unit RSD (%)

100 1 100% 1,3
10 10* 10% 1,8
1 10° 1% 2,7
0,1 10° 0,1% 3,7
0,01 10° 100 ppm 5,3
0,001 10° 10 ppm 7,3
0,0001 10° 1 ppm 11
0,00001 10’ 100 ppb 15
0,000001 10° 10 ppb 21
0,0000001 10° 1 ppb 30

Nilai SD, RSD, dan RSD Horwitz dapat dihitung dengan menggunakan

persamaan berikut™”:

SD = /E(:—j‘)z .1)

Keterangan :

X =nilai dari masing-masing pengukuran

X = rataan dari pengukuran

n = frekuensi penetapan

RSD = 2x 100% (2.2)
Keterangan :

SD = standar deviasi

X  =rataan kadar

RSD Horwitz = 2 x C~%15 (2.3)
Keterangan :

C = fraksi konsentrasi

2. Akurasi
Akurasi suatu metode dapat dinilai dengan membandingkan metode hasil

pengukuran dengan metode pembanding yang telah ditentukan sebelumnya seperti
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dalam farmakope™®. Kriteria penerimaan akurasi ditentukan berdasarkan kadar
analit, dinyatakan dalam persen (%) perolehan kembali, seperti yang tertera pada
tabel 2.3.

Tabel 2.3. Kriteria Penerimaan Akurasi pada Konsentrasi Analit yang Berbeda®.

Analyte (%)  Analyte Ratio Unit Mean recovery (%)

100 1 100% 98-102
>10 10* 10% 98-102
>1 10° 1% 97-103
>0,1 10° 0,1% 95-105
0,01 10* 100 ppm 90-107
0,001 10° 10 ppm 80-110
0,0001 10° 1 ppm 80-110
0,00001 10’ 100 ppb 80-110
0,000001 10° 10 ppb 60-115
0,0000001 10° 1 ppb 40-120

Persen perolehan kembali ditentukan dengan rumus®”:

(Cf-CA)

%Recovery =~
*

x 100 (2.4)

Keterangan:
Cs : kadar total sampel hasil pengukuran
CA : kadar sampel sebenarnya

C*A : kadar analit yang ditambahkan

3. LOQ

Perhitungan LOQ mengacu pada standar deviasi dari blanko, yaitu pada
standar deviasi residual garis regresi linier atau dengan standar deviasi intersep-y
pada garis regresi dengan persamaan sebagai berikut*®:

,/2( -y1)?
Sy/x =Y~ (2.5)

n-2
10x SY/X

LOQ = =3

(2.6)
Keterangan:
Sy/x = simpangan baku residual

LOQ = Limit of quantification
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b = respon kemiringan (slope pada persamaan garis y = bx + a)

4. LOD

Batas deteksi dapat didefinisikan sebagai konsentrasi analit terendah
dalam sampel yang masih dapat dideteksi, meskipun tidak selalu dapat
dikuantifikasi. LOD merupakan batas uji yang secara spesifik menyatakan apakah
analit di atas atau di bawah nilai tertentu. LOD dapat dihitung dengan
persamaan®®;

Sy
(33x X)
b

Keterangan:

LOD = 2.7)

Sy/x = simpangan baku residual

b = respon dari kemiringan (slope pada persamaan garis y = bx +a)

5. Linearitas

Linearitas merupakan kemampuan suatu metode untuk memperoleh hasil-
hasil uji secara langsung proporsional dengan konsentrasi analit pada Kisaran yang
diberikan. Metode analisis didasarkan pada proses-proses dari suatu metode yang
menghasilkan suatu respon yang linier dan meningkat atau menurun secara linier
sebanding dengan konsentrasi analit. Adapun persamaan suatu garis lurus

menghasilkan :

y =a+ bx (2.8)
Keterangan :

y = respon analitik

a = intersep/perpotongan garis lurus dengan sumbu y

b = slope/kemiringan garis

6. Spesifisitas
Spesifisitas adalah kemampuan untuk mengukur analit yang dituju secara
tepat dan spesifik dengan adanya komponen-komponen lain dalam matriks sampel

seperti ketidakmurnian, produk degradasi, dan komponen matriks®®.
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7. Rentang

Istilah rentang dapat diterapkan pada kinerja instrumen (rentang dinamik)
tapi, jika diterapkan pada kinerja suatu penetapan kadar, istilah yang berarti
bahwa interval antara konsentrasi atas dan konsentrasi bawah suatu analit yang
telah ditetapkan tingkat presisi dan akurasi yang dapat diterima®® Suatu assay
biasanya menggunakan rentang tidak kurang 80%-120% dari konsentrasi sampel
dan untuk penetapan keseragaman kadar biasanya digunakan rentang tidak kurang
dari 70%-130%)*?.

2.2. Landasan Teori

Asam retinoat adalah sebuah retinoid aktif turunan vitamin A (retinol)
yang pada umumnya digunakan sebagai preparat dalam pengobatan jerawat.
Asam retinoat dapat digunakan sebagai obat dan photo aging dengan resep dari
dokter dengan konsentrasi masing-masing sebesar 0,05%, dan 0,1% dan sama
sekali tidak boleh digunakan sebagai bahan pembuatan kosmetik. Disisi lain
masyarakat semakin bergantung dengan produk seperti krim wajah yang
dipercaya memiliki khasiat dapat membuat kulit tampak lebih putih. Penelitian
sebelumnya yang dilakukan di Kota Manado dan Kota Purwokerto, masih banyak
ditemui kandungan senyawa asam retinoat pada produk krim wajah yang beredar
di pasar. Berdasarkan public warning BPOM tahun 2009 terdapat beberapa
produk kosmetika termasuk krim wajah yang ditarik peredarannya olehn BPOM di
Kota Yogyakarta, dan diantaranya mengandung asam retinoat. Peredaran krim
wajah mengandung senyawa berbahaya di pasar tentunya marak terjadi, apalagi
kita ketahui bahwa kebutuhan masyarakan akan krim wajah semakin tinggi serta
didukung oleh harga dari produk krim wajah yang relatif terjangkau. Hal ini yang
patut kita khawatirkan dan waspadai peredarannya.

Identifikasi dan kuantitasi kandungan senyawa asam retinoat pada krim
wajah dapat dilakukan dengan menggunakan metode kromatografi lapis tipis
(KLT). Pemisahan senyawa pada metode KLT dapat terjadi karena adanya
perbedaan afinitas dan interaksi senyawa terhadap fase diam dan fase gerak.

Bercak yang muncul setelah dilakukan elusi dan penyemprotan dapat
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dikuantifikasi menggunakan densitometri, yaitu dengan cara melihat fluorosensi
atau serapan dari bercak tersebut. Sampel dari krim wajah dapat dikatakan positif
mengandung asam retinoat apabila memiliki nilai Rf yang identik dengan nilai Rf
standar. Data luas area pada densitogram nantinya diplotkan pada persamaan
regresi linier (y=bx+a) untuk mendapatkan kadar asam retinoat dalam sampel.
Validasi metode analisis perlu dilakukan untuk menjamin keakuratan,
kespesifikan, kereprodusibelan, dan ketahanannya pada kisaran analit yang
hendak dianalisis. Berdasarkan ICH parameter validasi yang dilakukan mencakup
akurasi, presisi, linearitas, LOD, LOQ, spesifisitas, dan Kisaran. Suatu metode
analisis dikatakan memiliki validitas yang baik apabila memenuhi parameter-

parameter validasi yang mengacu pada ketentuan ICH dan AOAC.

2.3. Hipotesis

1. Metode KLT-densitometri yang digunakan untuk mengidentifikasi
kandungan asam retinoat di dalam krim wajah yang beredar memenuhi
parameter-parameter validasi ICH dan AOAC yang meliputi akurasi, presisi,
linearitas, batas deteksi LOD dan batas kuantifikasi LOQ, spesifisitas, dan
kisaran.

2. Sampel krim wajah yang diujikan dengan metode KLT-densitometri
kemungkinan mengandung asam retinoat dengan kadar melebihi atau di
bawah kadar yang dipersyaratkan.



BAB Il
METODE PENELITIAN

3.1. Bahan dan Alat

3.1.1. Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari baku asam retinoat
BPFI, 5 buah sampel krim wajah yang diperoleh dari Pasar Beringharjo, lempeng
KLT silika gel 60F,, (Merck), asam asetat glasial p.a (Merck), aseton p.a
(Merck), etanol p.a (Merck), dan metanol p.a (Merck).

3.1.2. Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari bejana kromatografi
(Camag, 21 x 5 x 21 cm), kertas saring Whatman no. 41 atau setara, lampu UV
254 nm, TLC Scanner 4 (Camag), timbangan analitik (Mettler Toledo, XS 205
DU), pipet volume 1 mL; 2 mL (lwaki Pyrex), pipet tetes, pro pipet, labu ukur 10
mL; 25 mL (Iwaki Pyrex), gelas ukur 5 mL; 10 mL; 25 mL (lwaki Pyrex), gelas
beaker 50 mL; 100 mL (lwaki Pyrex), gelas arloji, linomat 5 (Camag), oven

(Memmert), dan vortex mixer.
3.2. Cara Penelitian

3.2.1. Penyiapan Fase Gerak

Komposisi fase gerak yang digunakan mengacu pada panduan BPOM
yang terdiri dari fase gerak sistem A dan sistem B. Fase gerak sistem A dibuat
dari campuran n-heksan - asam asetat glasial 0,33% dalam etanol (9:1) v/v dan
fase gerak sistem B dibuat dari campuran n-heksan - aseton (6:4) v/v. Kedua fase

gerak tersebut dibuat dalam volume 30 mL®®,

3.2.2. Penyiapan Stok Larutan Baku Asam Retinoat 5000 ppm
Lebih kurang 50 mg baku asam retinoat BPFI ditimbang secaara seksama,
dimasukkan ke dalam labu tentukur 10 mL, dan dilarutkan dengan 5 mL metanol.

Baku asam retinoat tersebut selanjutnya dikocok kuat menggunakan vortex selama

15
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2 menit dan diencerkan dengan metanol sampai tanda batas. Selama proses
pembuatan larutan baku asam retinoat, wadah yang digunakan dibungkus dengan

aluminium foil untuk meminimalkan penguraian asam retinoat.

3.2.3. Penyiapan Larutan Baku Asam Retinoat 1000 ppm
Larutan baku asam retinoat 5000 ppm yang telah dibuat dipipet sebanyak
5 mL dan dimasukkan ke dalam labu ukur 25 mL. Larutan baku tersebut

selanjutnya diencerkan dengan metanol hingga tanda batas.

3.2.4. Pembuatan Larutan Uji

Sampel krim wajah ditimbang lebih kurang 3 g, dimasukkan ke dalam tabung
reaksi 30 mL, dan dibungkus dengan aluminium foil. Sampel tersebut selanjutnya
ditambahkan dengan 10 mL metanol, dicampur menggunakan vortex mixer
selama 5 menit dan didinginkan dalam es selama 15 menit. Larutan sampel

kemudian disaring melalui kertas saring Whatman no. 41 atau yang setara.

3.2.5. Optimasi Panjang Gelombang

Larutan baku asam retinoat dan pelarut metanol ditotolkan sebanyak 2 pL
pada plat KLT menggunakan linomat. Selanjutnya plat tersebut dikembangkan sejauh
8 cm dari batas penotolan awal dan dilakukan pembacaan panjang gelombang 200-
400 nm.

3.2.6. Validasi Metode Analisis
3.2.6.1. Uji Spesifisitas

Larutan baku asam retinoat, larutan uji, dan larutan spike sampel
ditotolkan sebanyak 2 pL (3 totolan) ke plat KLT. Plat selanjutnya dikembangkan
sejauh 8 cm dari batas penotolan awal dan dianalisis menggunakan densitometer
sesuai panjang gelombang yang telah dioptimasi. Kromatogram yang dihasilkan

selanjutnya diamati dan dibandingkan.

3.2.6.2. Uji Linearitas, LOD, dan LOQ
Larutan baku asam retinoat 1000 ppm yang telah dibuat diencerkan

dengan konsentrasi 100 ppm, 200 ppm, 300 ppm, 400 ppm, dan 500 ppm.
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Masing-masing konsentrasi tersebut ditotolkan sebanyak 2 pL ke plat KLT.
Kelinieran metode diukur dari kurva hubungan antara area dengan konsentrasi dan
dihitung persamaan garis liniernya (y=bx+a). Ditentukan nilai koefisien korelasi
(), LOD, dan LOQ.

3.2.6.3. Uji Presisi

Sebanyak 2 pL larutan baku asam retinoat 300 ppm ditotolkan pada plat
sebanyak 6 totolan. Plat tersebut selanjutnya dikembangkan sejauh 8 cm dari batas
penotolan awal dan dianalisis dengan densitometer. Kromatogram yang dihasilkan

kemudian dihitung nilai koefisien variansi.

3.2.6.4. Uji Akurasi
1. Akurasi rendah

Dipipet 1 mL larutan baku asam retinoat 1000 ppm dan ditambahkan ke
dalam larutan uji dalam labu ukur 10 mL. Campuran tersebut kemudian dilarutkan
dengan metanol hingga tanda batas dan ditotolkan sebanyak 2 pL (3 totolan) ke
plat KLT.

2. Akurasi sedang

Dipipet 2 mL larutan baku asam retinoat 1000 ppm dan ditambahkan ke
dalam larutan uji dalam labu ukur 10 mL. Campuran tersebut kemudian dilarutkan
dengan metanol hingga tanda batas dan ditotolkan sebanyak 2 uL (3 totolan) ke
plat KLT.

3. Akurasi tinggi

Dipipet 3 mL larutan baku asam retinoat 1000 ppm dan ditambahkan ke
dalam larutan uji dalam labu ukur 10 mL. Campuran tersebut kemudian dilarutkan
dengan metanol hingga tanda batas dan ditotolkan sebanyak 2 uL (3 totolan) ke
plat KLT.

3.2.6.5. Rentang

Untuk menentukan rentang digunakan perolehan data dari akurasi, presisi,

dan linearitas. Kisaran merupakan interval konsentrasi analit dari konsentrasi
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rendah hingga konsentrasi atas dalam kurva baku yang memenuhi kriteria akurasi,

presisi, dan linearitas.

3.2.7. ldentifikasi dan Penetapan Kadar Asam Retinoat di dalam Krim
Wajah

Sebanyak 2 pL larutan uji dan larutan baku asam retinoat ditotolkan 3 kali
replikasi pada plat dan dielusikan. Identifikasi dilakukan dengan mengamati
bercak larutan uji dan larutan baku asam retinoat di bawah sinar UV dan
kemudian dihitung nilai Rf. Penetapan kadar dilakukan menggunakan
densitometer. Densitogram yang dihasilkan berupa data luas area kemudian di
plotkan pada persamaan regresi liner (y=bx+a). Berdasarkan perhitungan tersebut

dapat diperoleh konsentrasi asam retinoat yang terkandung dalam sampel®".

3.3. Analisis Hasil
Identifikasi kandungan senyawa asam retinoat dilakukan dengan
menghitung nilai Rf pada masing-masing bercak. Bercak yang diperoleh pada
larutan uji dibandingkan dengan larutan baku berdasarkan nilai Rf dan warna
bercak dibawah lampu penyinaran UV. Perkiraan nilai Rf untuk sistem A yaitu
0,1-0,3 dan sistem B yaitu 0,5. Sampel dikatakan positif apabila nilai Rf sampel

mendekati atau menyerupai perkiraan nilai Rf senyawa asam retinoat™®®.

Tabel 3.1.Perkiraan nilai Rf senyawa asam retinoat™®.

Sistem pengembang Perkiraan nilai Rf
Sistem A 0,1-0,3
Sistem B 0,5

Nilai parameter metode validasi mngacu pada ICH (Internatonal Conference on
Harmonization) dan AOAC (Association of Analytical Chemist). Parameter uji
akurasi dinyatakan dengan persen perolehan kembali 90-110%, untuk nilai presisi
dinyatakan sebagai standar deviasi relatif (%0RSD) serta RSD Horwitz yang sesuai
dengan kadar analit yang dianalis yaitu <8%. Parameter uji linearitas dinyatakan

dengan nilai koefisien korelasi (r) >0,99%9.



BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini dilakukan untuk menentukan kadar asam retinoat dalam
krim wajah dengan metode kromatografi lapis tipis (KLT) — densitometri.
Penelitian diawali dengan penyiapan larutan baku dan larutan uji, penyiapan fase
gerak serta penentuan panjang gelombang maksimal. Selanjutnya, dilakukan
validasi metode analisis untuk memastikan metode yang dilakukan telah
memenuhi persyaratan parameter untuk tujuan analisis. Analisis asam retinoat di
dalam krim wajah dilakukan secara kualitatif dan kuantitatif. Secara kualitatif,
dilakukan dengan identifikasi nilai Rf bercak yang terdapat pada plat yang diamati
menggunakan detektor UV, sedangkan secara kuantitatif dilakukan dengan
menghitung luas area kromatogram untuk menentukan konsentrasi analit yang

terkandung di dalam sampel.

4.1. Penyiapan Larutan Uji dan Fase Gerak

Analisis asam retinoat pada krim wajah dilakukan dengan menimbang 3 g
sampel kemudian diekstraksi dengan 10 mL metanol.Metanol digunakan sebagai
pelarut karena metanol spesifik dapat melarutkan asam retinoat yang terdapat
dalam basis krim. Pencampuran menggunakan vortex mixer selama 5 menit
bertujuan agar asam retinoat dapat terpisah dari basis sehingga terjadi pemisahan
yang baik antara fase basis dengan fase asam retinoat-metanol. Fase asam
retinoat-metanol diambil untuk dilakukan pengujian KLT pada fase basis dan fase
asam retinoat-metanol yang terpisah. Fase tersebut diambil dengan melakukan
penyaringan menggunakan kertas saring Whatman No.41 untuk memisahkan
larutan sampel dari komponen lain yang dapat mengganggu proses analisis.

Dua sistem fase gerak digunakan pada penelitian ini untuk mendapatkan
profil pemisahan yang baik dan sesuai dengan ketentuan BPOM. Fase gerak
terbagi menjadi fase gerak sistem A berupa n-heksan—asam asetat glasial 0,33 %

dalam etanol p.a (9:1) v/v dan sistem B berupa n-heksan—aseton (6:4) v/v.
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4.2. Penentuan Panjang Gelombang Maksimum (Amaks)

Penentuan panjang gelombang maksimum bertujuan untuk menentukan
panjang gelombang asam retinoat menghasilkan serapan maksimum®®. Penentuan
panjang gelombang maksimum dilakukan pada kedua fase gerak bertujuan untuk
mengetahui pengaruh fase gerak tersebut dengan serapan maksimum pada standar
asam retinoat. Penentuan panjang gelombang maksimal dilakukan dengan
menotolkan metanol dan standar asam retinoat pada lempeng KLT kemudian
dielusi pada fase gerak sistem A yang terdiri dari campuran n-heksan—asam asetat
glasial (9:1) dan sistem B yang terdiri dari campuran n-heksan-aseton (6:4). Noda
yang dihasilkan di scanning pada panjang gelombang 200-500 nm. Panjang
gelombang yang dipilih adalah panjang gelombang yang memberikan intensitas
spektum paling tinggi.

A maks 334 nm

ma | o]

Gambar 4.1.Spektra standar asam retinoat pada panjang gelombang 200-500
nm dengan fase gerak sistem A.
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Gambar 4.2. Spektra standar asam retinoat pada panjang gelombang 200-500
nm dengan fase gerak sistem B.

Berdasarkan hasil scanning pada gambar 4.1 dan gambar 4.2 diketahui
bahwa spektra tertinggi standar asam retinoat pada fase gerak sistem A terletak
pada panjang gelombang 334 nm, sedangkan pada fase gerak sistem B diketahui
spektra tertinggi standar asam retinoat terletak pada panjang gelombang 337 nm.
Panjang gelombang dari hasil optimasi tersebut selanjutnya digunakan untuk

analisis selanjutnya.

4.3. Pembuatan Kurva Baku

Persamaan kurva baku digunakan untuk mendapatkan hubungan linearitas
antara konsentrasi baku dengan Area Under Curve (AUC) yang menggambarkan
kadar dari tiap masing-masing konsentrasi baku yang digunakan. Kadar larutan
baku asam retinoat yang digunakan pada penelitian ini sebesar 100 ppm, 200 ppm,
300 ppm, 400 ppm, dan 500 ppm. Hasil kurva baku asam retinoat menunjukkan
adanya hubungan yang linear antara AUC dan kadar, dimana terjadi peningkatan

AUC seiring dengan meningkatnya kadar.
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Tabel 4.1. Data pembuatan kurva baku asam retinoat pada sistem A.

Kadar (ppm) AUC
100 1532,3
200 2876,4
300 4032,7
400 5389,3
500 6528,3

Tabel 4.2. Data pembuatan kurva baku asam retinoat pada sistem B.

Kadar (ppm) AUC
100 10278
200 12074
300 13697
400 15543
500 17068

Data kurva baku asam retinoat pada tabel 4.1 dan tabel 4.2 kemudian
diolah sehingga didapatkan persamaan garis untuk asam retinoat dengan fase
gerak sistem A adalah y=12,505x+320,34 dengan nilai koefisien Kkorelasi
(r)=0,9996 dan persamaan garis asam retinoat dengan fase gerak sistem B adalah
y=17,05x+8617,3 dengan nilai koefisien korelasi (r)=0,9996. Berdasarkan
ketentuan AOAC, parameter nilai r yang dapat diterima yaitu >0,99 sehingga
dapat disimpulkan bahwa kadar asam retinoat pada kedua sistem memiliki
hubungan yang bermakna™®. Persamaan garis yang dihasilkan digunakan untuk

menghitung kadar pada uji selanjutnya.

4.4.  Validasi Metode
4.4.1. Spesifisitas

Spesifisitas merupakan suatu ukuran seberapa mampu suatu metode dapat
mengukur analit saja dengan adanya senyawa-senyawa lain yang terkandung di
dalam sampel. Penentuan spesifisitas dapat dilakukan dengan 2 kategori yakni uji
identifikasi dan uji kemurnian atau pengukuran yang ditunjukkan oleh daya pisah
2 senyawa yang berdekatan™. Hasil uji spesifisitas dilihat dengan
membandingkan kromatogram dari standar tunggal asam retinoat, sampel murni

dan sampel spike.
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1000
[AU]

Gambar 4.3. Kromatogram uji spesifisitas asam retinoat pada fase gerak sistem A.
Keterangan: A. spike sampel, B. sampel, C. baku asam retinoat

[AU]

Gambar 4.4. Kromatogram uji spesifisitas asam retinoat pada fase gerak sistem B.
Keterangan: A. baku asam retinoat, B. sampel, C. spike sampel

Berdasarkan gambar 4.3 dan gambar 4.4 terlihat pemisahan yang baik
antara standar tunggal asam retinoat, sampel uji dan sampel spike pada fase gerak
sistem A dan sistem B. Hal ini menunjukkan bahwa senyawa lain yang terdapat

pada sampel tidak mempengaruhi pemisahan asam retinoat.
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4.4.2. Linearitas

Linearitas merupakan kemampuan suatu metode untuk memperoleh hasil-
hasil uji secara langsung proporsional dengan konsentrasi analit pada kisaran yang
diberikan. Berdasarkan ketentuan AOAC, parameter nilai linearitas yang dapat
diterima yaitu >0,99"®. Penentuan persamaan kurva baku menggunakan 5
konsentrasi kurva baku asam retinoat yaitu 100 ppm, 200 ppm, 300 ppm, 400 ppm
dan 500 ppm. Persamaan garis untuk asam retinoat pada fase gerak sistem A
adalah y=12,505x+320,34 dengan nilai koefisien korelasi (r)=0,9996 dan
persamaan garis asam retinoat pada fase gerak sistem B adalah y=17,05x+8617,3
dengan nilai koefisien korelasi (r)=0,9996. Berdasarkan nilai (r) yang diperoleh

dapat diketahui bahwa terdapat hubungan linear antara respon luas area(AUC)
dengan kadar analit.

8000
O 6000 /
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Gambar 4.5. Hubungan kadar asam retinoat dengan AUC pada fase gerak sistem A.
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Gambar 4.6. Hubungan kadar asam retinoat dengan AUC pada fase gerak sistem B.
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Dilihat dari kedua kurva pada gambar 4.5 dan gambar 4.6 menunjukkan
korelasi antara konsentrasi asam retinoat dengan AUC yang baik dimana dengan
bertambahnya konsentrasi asam retinoat diikuti dengan kenaikan dari nilai AUC.
Nilai kemiringan atau slope (b) pada kurva kalibrasi digunakan untuk melihat
sensitivitas suatu metode analisis dan dapat menunjukkan kepekaan respon luas
area yag dihasilkan oleh instrumen terhadap perubahan konsentrasi. Nilai
kemiringan (b) untuk sistem A dan sistem B yang diperoleh berturut-turut sebesar
12,50 dan 17,05. Tetapan regresi atau intersep (a) digunakan untuk mengetahui
bias konstan, nilai tetapan regresi harus mendekati nol untuk menunjukkan bias
yang kecil. Hasil nilai tetapan regresi (a) yang diperoleh untuk fase gerak sistem
A dan sistem B berturut-turut 320,34 dan 8617,3. Persamaan kurva baku tersebut
selanjutnya digunakan untuk menghitung kadar asam retinoat yang ada di dalam

sampel.

4.4.3. LOD dan LOQ

LOD didefinisikan sebagai konsentrasi analit terendah dalam sampel yang
masih bisa di deteksi, meskipun tidak selalu dapat dikuantifikasi, sementara batas
kuantitasi didefinisikan sebagai konsentrasi analit terendah dalam sampel.
Semakin kecil nilai batas deteksi dan batas kuantitasi maka semakin sensitif
metode tersebut™”. Persamaan regresi linier didapatkan nilai LOD untuk sistem A
dan sistem B berturut-turut sebesar 17,31 dan 20,19 sedangkan untuk nilai LOQ
keduanya berturut-turut 11,92 dan 51,62.

4.4.4. Presisi

Presisi dapat didefinisikan sebagai prosedur analisis menyatakan
kedekatan kesesuaian (derajat sebaran) di antara serangkaian pengukuran yang
diperoleh dari pengambilan sampel berulang pada sampel homogen yang sama di
bawah kondisi yang ditentukan. Presisi dapat diukur dengan parameter % CV
(coefficient of variation)*”. Nilai standar deviasi relatif (RSD) sangat karena
fleksibel dipengaruhi oleh konsentrasi analit yang dianalisis, semakin kecil

konsentrasi analit maka semakin besar nilai standar deviasi relatif (RSD) yang
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diperoleh. Berdasarkan AOAC, parameter presisi pada kadar 200-500 ppm
memiliki nilai RSD <8%"®). Parameter presisi juga dapat dinilai menggunakan
RSD Horwitz. Nilai presisi dapat memenuhi syarat apabila nilai standar deviasi
relatif (RSD) yang diperoleh dari percobaan memiliki nilai yang lebih kecil dari
RSD Horwitz®.

Tabel 4.3. Data presisi asam retinoat pada fase gerak sistem A.

Replikasi Kadar (ppm)

1 316,37

2 306,79

3 312,85

4 321,82

5 304,99

6 286,60

Jumlah 1849,42

Rata-rata 308,24
SD 12,27
%RSD 3,98
RSD Horwitz 6,79

Tabel 4.4. Data presisi asam retinoat sistem B.

Replikasi Kadar (ppm)

1 300,89

2 299,77

3 306,29

4 293,43

5 288,19

6 311,90

Jumlah 1800,48

Rata-rata 300,08
SD 8,54
%RSD 2,85
RSD Horwitz 6,82

Uji presisi dilakukan dengan menotolkan larutan standar asam retinoat 300
ppm sebanyak 6 totolan menggunakan 2 sistem fase gerak, yaitu fase gerak sistem
A dan sistem B. Berdasarkan hasil pengujian presisi asam retinoat menggunakan
fase gerak sistem A dan sistem B diperoleh masing-masing nilai standar deviasi
relatif (RSD) 3,98 % dan 2,85%. Hasil perhitungan RSD Horwitz yang diperoleh
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masing-masing sebesar 6,79 dan 6,82. Nilai tersebut menunjukkan bahwa metode

telah memenuhi parameter uji presisi berdasarkan AOAC.

4.4.5. Akurasi

Akurasi merupakan ketelitian metode analisis atau kedekatan antara nilai
terukur dengan nilai yang diterima baik nilai konvensional, nilai sebenarnya, atau
nilai rujukan. Akurasi dilakukan dengan membandingkan zat yang sedang
dianalisis dengan baku pembanding yang dianalisis dengan menggunakan
prosedur yang sama™*?. Uji akurasi pada penelitian ini dilakukan dengan metode
adisi, yakni dengan penambahan larutan standar yang telah diketahui
konsentrasinya ke dalam larutan sampel. Uji akurasi dilakukan dengan 3 seri
kadar asam retinoat yang berbeda yang mewakili kadar rendah, sedang, dan
tinggi. Masing-masing ketiga kadar tersebut diujikan sebanyak 3 totolan dengan 2
sistem fase gerak, yaitu fase gerak sistem A dan fase gerak sistem B.

Berdasarkan tabel 4.5 dan tabel 4.6 diperoleh nilai persen perolehan
kembali (recovery) asam retinoat pada fase gerak sistem A sebesar 96,87% dan
pada fase gerak sistem B sebesar 96,64%. Merujuk pada persyaratan AOAC, nilai
keberterimaan akurasi pada unit kadar 100 ppm adalah 90-110% sehingga dapat
disimpulkan bahwa akurasi asam retinoat pada fase gerak sistem A dan sistem B

telah memenuhi persyaratan uji akurasi menurut AOAC®®.

Tabel 4.5. Data akurasi asam retinoat pada fase gerak sistem A.

Akurasi Kadar akurasi Ratai? [ ka_dar Kadar standar Recovery Rataan

(PpM) akurasi (ppm) (%) Recovery
(Ppm) (%)

81,58 91,10

Rendah 88,83 86,53 89,55 99,20 96,62
89,17 99,57
198,40 95,78

Sedang 195,58 207,14 194,71 94,42 93,99
190,15 91,80
338,35 100,64

Tinggi 332,34 339,43 336,20 98,85 100,00
337,93 100,51

Rata-rata 96,87




Tabel 4.6. Data akurasi asam retinoat pada fase gerak sistem B.
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Akurasi  Kadar akurasi Rataan ka_dar Kadar standar Recovery Rataan
(Ppm) akurasi (ppm) (%) Recovery
(ppm) (%)
97,40 100,79
Rendah 91,26 96,64 93,68 94,43 96,94
92,38 95,59
202,70 101,19
Sedang 195,03 200,32 201,50 97,36 100,59
206.76 103,21
287,20 89,13
Tinggi 314,77 322,23 297,75 97,68 92,40
291,28 90,40
Rata-rata 96,64

4.4.6. Kisaran (Range)

Rentang merupakan konsentrasi analit pada level konsentrasi bawah dan
level konsentrasi atas dalam suatu sampel yang masih memenuhi persyaratan
linearitas, akurasi, dan presisi®™. Apabila rentang dapat ditentukan dalam
penetapan kadar, maka pada saat penetapan kadar jumlah analit yang dituju dapat
diarahkan ke level analit yang memenuhi rentang sehingga dapat memberikan
hasil yang baik. Hasil yang diperoleh dari penelitian ini menunjukkan bahwa asam
retinoat telah memenuhi persyaratan linearitas, akurasi, dan presisi yang berada

pada kisaran kadar 100-500 ppm.

4.5. ldentifikasi Kandungan Asam Retinoat di dalam Sediaan Krim Wajah
Identifikasi kandungan asam retinoat dalam krim wajah dilakukan dengan
cara membandingkan nilai Rf sampel dengan nilai Rf standar asam retinoat. Dua
senyawa dikatakan serupa apabila keduanya memiliki nilai Rf yang sama diukur
pada kondisi KLT yang sama. Selain dengan menggunakan nilai Rf, identifikasi
kandungan senyawa asam retinoat juga dilakukan dibawah penyinaran lampu UV,
yang akan berfluoresensi memberikan bercak gelap. Jika pada plat KLT terdapat
noda bercak sampel yang setara dengan noda bercak pada noda bercak larutan
baku asam retinoat, maka dapat disimpulkan bahwa sampel positif mengandung
asam retinoat. Kelima sampel yang diujikan tidak menunjukkan adanya bercak

yang setara dengan bercak larutan baku asam retinoat pada pengamatan di bawah
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sinar UV Berdasarkan hasil identifikasi yang dilakukan dibawah sinar UV dapat
disimpulkan bahwa kelima sampel yang diujikan tidak mengandung asam

retinoat.
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Gambar 4.7. Hasil identifikasi asam retinoat pada fase gerak sistem A di bawah
sinar UV.
Keterangan : (a) sampel DI, (b) sampel QlI, (c) sampel SI, (d) sampel Cg, (¢) sampel
Dr.fu. 1 larutan uji rep 1, 2 larutan uji rep 2, 3 larutan uji rep 3, 4 baku asam retinoat.
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Gambar 4.8. Hasil identifikasi asam retinoat pada fase gerak sistem B di bawah
sinar UV.
Keterangan : (a) sampel DI, (b) sampel QlI, (c) sampel SI, (d) sampel Cg, (e) sampel Dr.
Fu. 1 larutan uji rep 1, 2 larutan uji rep 2, 3 larutan uji rep 3, 4 baku asam retinoat.

4.6. Penetapan Kadar Asam Retinoat pada Krim Wajah
Penetapan kadar asam retinoat pada krim wajah dilakukan setelah metode

KLT-densitometri telah terbukti valid. Berdasarkan hasil uji identifikasi di bawah
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sinar UV tidak ditemukan adanya kandungan asam retinoat, dapat terlihat dari
bercak noda pada plat bahwa tidak terjadi kesetaraan antara noda bercak yang
ditimbulkan oleh sampel dengan noda bercak asam retinoat. Hasil uji penetapan
kadar sampel menunjukkan bahwa kelima sampel negatif atau tidak mengandung

asam retinoat.



BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan
Metode KLT-densitometri untuk penetapan kadar asam retinoat dalam krim
wajah telah memenuhi parameter-parameter validasi ICH dan AOAC,
meliputi linearitas, LOD, LOQ), spesifisitas, akurasi, presisi, dan rentang.
Sediaan krim wajah yang diujikan tidak mengandung asam retinoat. Kadar
asam retinoat di dalam krim wajah tidak dapat dihitung karena krim wajah

tidak mengandung asam retinoat.

5.2. Saran
Perlu dilakukan pengujian kandungan asam retinoat di dalam krim wajah
dalam jumlah yang lebih banyak.
Perlu dilakukan uji validasi metode lainnya, meliputi ketidakpastian metode,

ketahanan, dan kekuatan.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Sertifikat analisis asam retinoat

SERTIFIKAT ANALISIS

GH, CHy ©

NAMA ZAT . TRETINOINBPFI ot AT $
NO KONTROL : 213044 FRoT e oH
CH.

FORMULA : CyeH2s0, 4
BOBOT MOLEKUL : 300,44 g/mol
TUJUAN PENGGUNAAN . — identifikasi secara spektrofotometri inframerah

_ identifikasi secara kromatografi lapis tipis
_ identifikasi secara spektrofotometri ultraviolet

~ uji batas isotretinoin secara kromatografi cair kinerja tinggi
— penetapan kadar secara kromatografi cair kinerja tinggi
WADAH DAN PENYIMPANAN : dalam wadah tertutup rapat, sebaiknya dalam suasana gas inert,

terlindung dari cahaya

PENGUHAN ACUAN/METODE ‘ SPESIFIKASI
‘ Serbuk ‘berwarna kunmg sampal

Pemerlan
| kuning kemerahan
1 Spektrofotometri | Sesuai dengan \ baku pri prumer
inframerah (USP 32) - T!etmo:mSPRS no. LotJoD145

Kromatografi Lapis Tipis ] Sesuai dengan baku primer

‘ Identifikasi

_ gy
.| Memenuhi syarat '

H Am‘fiil

| Memenuhi syarat

Memenuhi syarat |
|

| | (2‘(\]50[5*)‘“' Cosmetic Method | 701510 YSPRS no. Lot J0D145

l hpektrofotom—et}i—'—— Sesuai dengan 1 baku pri pnmer 7

| | Ultraviolet: (USP 32) Tretinoin USPRS no. Lot J0D145
Susut pengeringan (usp 32) <0,5%

i a Kromatografl Cair Klnerja Isotretinoin (RT relﬁe :)784)
| Batas Isotretinoin ‘ ‘
Tinggi ( USP 32)° <5,0%

Memenuhi syarat |
005% _j
o
71_ e N
0,002% |

'_ L Aﬂ'ro_m_avgr-afl Cair Kinerja
I Penetapan kadar ! Tinggi (ASEAN Cosmetic 98,0 - 102,0%

Method 2005

usat pengujian Obat dan Makanan Nasional
rTekms Laboratorium Bahan Baku Pembanding
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Lampiran 2. Perhitungan dan data pembuatan kurva baku
2.1 Perhitungan pembuatan kurva baku
a. 100 ppm
M1xV1=M2xV2
1000 ppm x V1 =100 ppm x 10 ml
Vi=1ml

b. 200 ppm
M1xV1=M2xV2
1000 ppm x V1 =200 ppm x 10 ml
V1=2ml

c. 300 ppm
M1xV1=M2xV2
1000 ppm x V1 = 300 ppm x 10 ml
V1=3ml
d. 400 ppm
M1xV1=M2xV2
1000 ppm x V1 =400 ppm x 10 ml
V1=4ml

e. 500 ppm
M1xV1=M2xV2
1000 ppm x V1 =500 ppm x 10 ml
V1=5ml
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2.2. Data pembuatan kurva baku

Data kurva baku asam retinoat fase gerak sistem A

X Y yi y-yi (y-yi)®
100 1532,3 1570,84 -38,54 1485,33
200 2876,4 2821,34 55,06 3031,60
300 4032,7 4071,84 -39,14 1531,94
400 5389,2 5322,34 66,86 4470,26
500 6528,3 6572,84 -44.54 1983,81

Jumlah (%) 12502,9
Sy/x 64,56
X konsentrasi 300
(Sy/x)/IX 0,21
(SyIX)/R)/b 0,017
VX0 1,72%

Persamaan regresi linear asam retinoat pada fase gerak sistem A:

y =12,505x + 320,34

r =0,9996
Data kurva baku asam retinoat fase gerak sistem B
X Y yi y-yi (y-yi)*
100 10278  10322,3 -44,3 1962,49
200 12074,3  12046,7 27,6 761,76
300 13697,2 137711 -73,9 5461,21
400 15543,1 154955 47,6 2265,76
500 17068,4  17219,9 -151,5 22952,25
Jumlah () 33403,47
Sy/x 10,52
X konsentrasi 300
(Sy/x)/X 0,35
((Sy/x)/X)/b 0,020
Vx0 2,04%

Persamaan regresi linear asam retinoat sistem A:

y =17,244x + 8597,9
r =0,9996
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Lampiran 3. Contoh perhitungan nilai LOD dan LOQ asam retinoat
LoD = (3,3 x Sy/x)/b

LoD = (3,3 x 64,56)/12,505

LoD = 17,03 ppm

LoQ = (10 x Sy/x)/b

LoQ = (10 x 64,56)/12,505

LoQ = 51,62 ppm

Lampiran 4. Data dan perhitungan uji presisi asam retinoat

Data uji presisi asam retinoat fase gerak sistem A

Luas Area Kadar (X) Xi-X  (Xi-X)*
4276,5 316,37 -8,13 66,08
4156,8 306,79 1,44 2,08
4232,6 312,85 -4,62 21,33
43447 321,82 -13,58 184,50
4134,2 304,99 3,25 10,57
3904,3 286,60 21,63 468,10

Jumlah () 1849,42

Rata-rata (X) 308,24
SD 12,27
%RSD 3,98
RSD Horwitz 6,79

Data uji presisi asam retinoat fase gerak sistem B

Luas Area Kadar (X) Xi-X  (Xi-X)*
13786,50 300,89 -0,81 0,66
13767,10 299,77 0,31 0,10
13879,60 306,29 -6,21 38,59
13657,90 293,44 6,64 44,15
13567,40 288,19 11,89 141,44
13976,40 311,91 -11,83 139,84
Jumlah () 1800,48
Rata-rata (X) 300,08
SD 8,54
%RSD 2,84

RSD Horwitz 6,82




a. Contoh perhitungan konsentrasi:

y =12,505x + 320,34
4276,5 = 12,505x + 320,34

4276,5-320,34
a 12,505

= 316,37 ppm
b. Contoh perhitungan SD, RSD, dan RSD Horwitz:

Sp = /Z(X — Xi)?
n—1

SD
RSD = ?X 100%

RSD Horwitz = 2(1-0510g0)

Keterangan:

X =nilai dari masing-masing pengukuran
X =nilai rata-rata dari pengukuran

n = frekuensi penetapan

C =rata-rata konsentrasi (%b/v)

b 752,63
T l6e—-1

SD = 12,27

RSD = 2,27 100%
184942 F 070

RSD = 3,98%

Contoh perhitungan RSD Horwitz:

308,24mg _ 0,30824 gram _ 0,030824 gram
1000 ml 1000 ml 100 ml

308,24 ppm =
Berat jenis asam retinoat = 1,07 gram/mL

(%blb) =

0,030824 gram
100 ml

-1.07 gram - 0,0288 gram
- 1
m

=0,000288 gram

l 100 gram



RSD Horwitz = 2 x C ~ %15

RSD Horwitz = 2 x 0,000288 ~ 15
RSD Horwitz = 2 x (%755

RSD Horwitz = 6,79

Lampiran 5. Data dan perhitungan uji akurasi asam retinoat

Data uji akurasi asam retinoat fase gerak sistem A
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Akurasi Rep Area  Kadar Kadar Kadar  Recovery Rata-rata
akurasi  standar  sampel (%) Recovery
(ppm)  (ppm)  (pPm) (%)
1 1340,5 81,58 91,10
Rendah 2 14312 88,83 89,55 0 99,20 96,62
3 14354 89,17 99,57
1 2801,4 198,40 95,78
Sedang 2 2766,1 19558 207,14 0 94,42 94,00
3 2698,2 190,15 91,80
1 45514 338,35 99,70
Tinggi 2 4476,2 332,34 339,36 0 97,93 99,07
3 4546,1 337,93 99,58
Rata-rata 96,56

Data uji akurasi asam retinoat fase gerak sistem B

Akurasi Rep  Area Kadar Kadar Kadar Recovery Rata-rata

akurasi  standar  sampel (%) Recovery
(ppm)  (ppm)  (ppm) (%)
1 10278 97,43 100,78
Rendah 2 10173,3 91,36 96,68 0 94,50 96,97
3 101924 92,47 95,65
1 12073,3 201,54 101,18
Sedang 2 119426 193,96 199,19 0 97,38 100,59
3 121425 205,56 103,20
1 13514 285,09 89,17
Tinggi 2 13984,1 312,35 319,73 0 97,69 92,43
3 13583,7 289,13 90,43

Rata-rata 96,66




a. Contoh perhitungan konsentrasi

Persamaan garis asam retinoat fase gerak sistem A:

y =12,505x + 320,34
Akurasi rendah:

_ 1340,5 — 320,34
= 12.505

x = 81,58 ppm
Akurasi sedang:

28014 — 320,34
X =TT 12505

x = 198,40 ppm
Akurasi tinggi:

| 45514 — 320,34
X =T 12505

x = 338,35 ppm

b. Contoh perhitungan %Recovery

(Cf—CA)
%Recovery = ~+a X 100

Keterangan:
Cs : kadar total sampel hasil pengukuran
CA - kadar sampel sebenarnya

C*A : kadar analit yang ditambahkan

Akurasi rendah:

(81,58 — 0)
%Recovery = ~8e53 X 100%

%Recovery = 91,10%
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Akurasi sedang:

(198,41 - 0)
%Recovery = TRV 100%

%Recovery = 95,78%

Akurasi tinggi:

(338,35 — 0)
%Recovery = WX 100%

%Recovery = 99,70%
Akurasi 120%

(302,39 - 0)

%Recovery = ————x 100%

311,46
%Recovery = 97,09%

Lampiran 6. Kromatogram uji spesifisitas asam retinoat

6.1. Fase gerak sistem A

a. Sampel
- R

M2

X0

pe
o, PR A | s, |

p—— -
600 010 020 030 040 0N 0@ 070 DR W

Start  Start  Max Max Max End End
Peak Rf _ Height Rf _ Haight % Rf __ Hoight

A,-/\ikjv..

Sutstance 1 8 07 em

1 033 86 03¢ 204 10000 037

2255 10000

805 010 020 030 045 00 060 0710 080 080

GINIM el

_ Assigned substance
Substance 1
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b. Baku asam retinoat

e "o
b - Suhstance |3 34 m
E 0 &30
T o
L] [20s]
e ]
T 403
3] 300
20 300
to l e
LT
Em av o 03 040 0% O0B0 OF0 OB3 0% Ii‘ul:l iy 030 30 uﬁ G0 OB 0T 080 O0a
Start Start  Max Max Max End End Aroa
Pesk  RF Height  RFf Haight % Rf  Haigh Area % Assigned substance
1 029 122 034 7520 10000 037 4.0 146264 100.00 Substance 1
c. Sample spike
¥o0a 1800
00 %00 Subwiance | 334 rm
L] a0
o o0
] 800 |
] 00
A 1]
00 300
g ]
_,-J t I Submtance 2 |5 34 mm
[} — 1] __{- }.
oo @16 040 w3 @4 om0 080 070 obs 08 86 0w 030 030 040 G50 060 670 080 0%
Start  Start Max  Max Max End  End Area
Peak Rf  Haoight Rf_ Haight ] RI___Hueight Area % Assigned substance
1 0.20 60 oM 25.5 387 032 109 5400 5.35 Substance 2
2 0323 292 035 T2 0843 038 53 V22 gags Substance 1

6.2. Fase gerak sistem B

;“ T 200
- 450
400 40 Sutrstance | @ 254 nm
0 3%0
30 300 Scbetnco 2 @ 294 nm
%0 2%
0 200
e %
ool \ it - SnoGerzaedl) @ 204
pr : %
e || e " i
865670 0620 030 040 0% 060 030 a0 000 B 670 020 030 a4 0. o760 088 08
Start Stat Max Max Max End End Area
Peak Rf Helght Rf  Height % Rf___Height _ Area % Assigned substance
1 038 70 041 3212 5065 044 151 78937 4607 Substance 1
2 046 132 : 050 2452 3866 053 157 69155 40.36 Substance 2
3 057 190 060 312 491 063 173 1619.5 9.45 Substance 6
< 064 175 064 255 401 066 154 405.9 2.37 AutoGenerated11
5 074 83 075 112 176 078 20 301.2 1.76 unknown *



7.1. Fase gerak sistem A

a. 100 ppm

| Track 1,10: ar100
200,

44

200
1504 150
100 100
| % Subatance 1 @ X34 om
805 010 o™ 030 De O 080 070 D SE 855G 020 0% 0% 9% 0% 67 980 5®
Start  Start Max  Max Max End End Arca
Peak  Rf Height  Rf  Height % Rf__ Height Area % Assigned substance
1 028 59 031 426 10000 035 124 15323 100.00 Substance 1
b. 200 ppm
| Track 2, 1D: ar200
00 0
2% 2%
200 200
150 180 Substance 1 I 334
100 100
%0 %
L b e——— 1 'I * =
8 0w o2 0 04 0w 060 07 0% G 8567570 0 ©® 040 089 080 00 080 080
Start  Start  Max  Max Max End End Area
Peak Rf Height Rf_ Height % Rf __Height Area % Assigned substance
1 027 96 030 1211 10000 035 120 28764 100.00 Substance 1
c. 300 ppm
| Track 3, 1D: ar300
300 30
%0 %
200 200 Sutenance 1 @ 304 nm
1%0 150!
100 200!
0 /\J %
S e e i - - 2
B3 oW o™ 030 04 6% 08 070 UM 6% 8555w 0% 0% 04 0% 080 070 080 0
Start  Start  Max  Max Max End End Area
Peak Rf  Height Rf Height % Rf__ Height  Arca % Assigned substance
1 0.25 84 029 1716 10000 034 110 40327 100.00 Substance 1



d. 400 ppm

| Track 4, 1D: ar400
400,

a0,
350 %0
300 300
Sutamance 1 @ 334 em
25 20
22 200
150 150|
200 100
20 s«;mz{mm
—-—:&--e:é T = »
8:0 00 020 030 040 0S50 060 QN 0B oW 85 0% 020 030 040 0% 000 070 08B0 ©
Start Start  Max  Max Max End End Area

Peak Rf  Height Rf _ Height % Rf _ Height Area % Assigned substance

1 0.14 99 016 203 779 018 152 647.2 9.10 Substance 2

2 026 113 029 2408 9221 036 52 53802 9090 Substance 1
e. 500 ppm
| Track s, 10: ars00
40 400
350/ 350
. b Substan 1 @ 394 nen
2904 250
200, x0
150 150
100! 100

= 50 .

=l "o r -y
865 0 o 0% 00 0% 0w 07 oW o 005 0w om 030 040 086 085 00 080 050
Start  Start  Max  Max Max End End Area
Peak Rf _Height Rf Height % Rl Height Aroa % Assigned substance
1 027 190 030 2487 10000 038 24 65283 100.00 Substance 1



7.2. Kromatogram uji linearitas sistem B

46

a. 100 ppm
| Track 1, 1D: ar100
400 400
350 3%
300 200
Sutstance 2 @ 337 nen
2% 0
200 200
" 150
100 mi
K‘ Sutatarce 3 @ 237 am
=0 ® ].
806 ci0 02 0% B4 0% 0% B3 OB 0% §os :nvojom: 030 é:—__o 0% 080 070 020 0%
Start  Start  Max  Max Max End End Area
Peak Rf Height Rf Height % Rl Height Area % Assigned substance
1 033 77 034 302 1192 037 74 6203 9.65 Substance 3
2 0.38 79 041 2227 BBOB 046 210 10278 90.35 Substance 2
b. 200 ppm
| Track 2, 1D: ar200
620 500
00 %0
Substnce 2 @ 297 am
w00 400
0 300
200 2004!
bt | Substance 3 @ 337 am
— —. I = —
806 00 o 0% 040 0% 0@ 676 08 0® 856 5% o™ 0% 0@ 0% 0@ 070 680 0%
Start Start Max  Max Max End End Area
Peak Rf Height Rf  Height % Rf __ Height Area % Assigned substance
1 0.31 46 034 218 509 03 105 5401 428 Substance 3
2 037 136 040 4061 9491 049 44 120743 9572 Substance 2
c. 300 ppm
| Track 3, 1D: ar300
800, w0
%0 00 Substance 2 €0 297 nm
s 400}
20 M0
200 200/
100+ 00 Susstance ¢ @ 337 nen
| J L X
P—— — — Ld | 9 J
806570 o 6% 040 0% 0w 6% G 0w 800w 0™ 0% 0% 0% 08 67 08 0%
Start  Start  Max  Max Max End End Area
Peak Rf Hel Rf___ Height % Rf  Height Arca % Assigned substance
1 024 29 026 308 633 028 7 3479 248 Substance 4
2 037 1286 040 4520 9367 048 65 136972 9752 Substance 2
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d. 400 ppm
| Track 4, 1D: ara00
700 700
00 ocoy Sutasarce 2 @ 337
200 50
400 400
200 %0
200 x0
100! 100
— - i —
8.31010 020 0 040 0.5 060 070 080 0w &N 210 020 00X 04 0N 060 O7TC 080 0
Start Start  Max  Max Max End End Area
Peak Rf _ Height Rf _ Height % Rf _ Height Area % Assigned substance
1 0.37 88 040 4995 10000 049 43 155431 100.00 Substance 2
e. 500 ppm
| Track s, 1D: ars00
00 700
et 000 Substance 2 @ 337 nm
e %0,
400 @0
0 %0
=0 200
100} | 00 Mi.mm
| " anJ
8NR;ST——ovo 020 0% 04 0% 080 670 08 0B B'Wm_——'l—_‘i_on 080 076 0% 0
Start  Start  Max  Max Max End End Area
Peak Rf Helght Rf  Height % Rf __ Height Arca % Assigned substance
1 037 60 041 5113 98512 050 20 170684 9698 Substance 2

2 05 08 053 262 488 056 29 5349 304 Substance 1



Lampiran 8. Kromatogram uji presisi asam retinoat

8.1. Fase gerak sistem A

a. Replikasi 1
| Track 1,1D: ar1
%0 500
450 450
400 am
%0 10
Subatance § ) 34 nm
00 200
20 2%
20 200
(21 0
i i Substance 74 3
% — -~ ﬁl‘_:.a-:ﬂ#_m‘__
8% 0 63 0% O® o® 0w o om o0 8557 0m 0% 040 0% 0% 010 0K O
Start  Start  Max  Max Max End End Arca
Peak Rf  Height Rf  Height % Rf__ Height  Area % _Assigned substance
1 017 47 018 440 1345 020 100 5802 9.39 Substance 7
2 020 102 022 2834 8655 027 30 42765 9081 Substance 6
b. Replikasi 2
| Track 2, 1D: ar2
%0 %00
% a0
«0 400
350/ 0
Sutsiance 8 @ 334 am
250 2501 l
200 0
1 150 l
W0 100+
Subwarce 7@ X4 nm
w 04 ‘_{’! \
B oo o 63 6% a% oiuro“cn; 5% BR 8% o 02 03 08 0% 000 070 080 0%
Start  Start  Max  Max Max End End Area
Peak Rf  Height Rf Height % Rf  Height Arca % ASS| substance
1 0.16 42 018 354 1116 019 107 4881 839 Substance 7
2 019 110 021 2820 8384 026 18 41568 9161 Substance 6
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c. Replikasi 3
| Track 3, 10: ar3
500 0
450 0
400 @0
0 a0 Suterance § @ 334 om
W0 0
%0 20
200 200/
%0 1%
100 w0
M7.”‘""Mlcmm
. \ i
% e . — AA—"’“‘!} T -
8% 50 6% 0% 0% 050 08 0% TR % 8% 5w 6% 6% oW 030 08 070 0 G —
Start Start  Max  Max Max End End Area
Peak Rf Height Rf Height % Rf___Height Arga Y% Assigned substance
1 0.16 72 018 335 938 019 181 559.3 7.99 Substance 7
2 019 155 021 2983 8359 028 34 42326 8213 Substance 6
3 047 49 050 251 704 083 123 690.7 987 Substance 1
d. Replikasi 4
| Track 4, 1D: ara
500
o o
b w0
Sutenance 6 @ 334
350 o @St
00 200
0 2%
200 200
1% 10
e w0 ,  SwstaceT @33 nm
50
i E————— A " L)
866 om 0% 0% 0% 6% i 08 om 857670 020 030 040 0% 080 070 089 050
Start Start Max  Max Max End End Area
Poak _Rf Height Rf Heignt % Rf __Height  Area % Assigned substance
1 0.07 05 010 218 570 012 63 4027 5.51 unknown *
2 017 87 018 333 B78 019 1680 4770 6.53 Substance 7
3 019 167 021 3245 8553 027 48 43447 8796 Substance 8
e. Replikasi 5

| Track 5, 1D: ars

g % 8 8 8

0
30
200 Sutviance 6 @ 334 v
250
20

g
g

g
g

% = suu\:na7onum
e 3
8% 016 020 03 04 0% 080 070 080 O 8557 om 0% 04 0% 08 070 080 6%
Start Start  Max  Max Max  End End Area
Peak Rf _Helght Rf Height %  Rf Height  Arca % Assigned substance
1 0.16 98 018 234 814 019 170 41386 719 Substance 7

2 019 170 021 2647 9186 026 a8 41342 9281 Substance 6
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f. Replikasi 6
| Track 6, 1D: ars
%0 400
30 80‘
00 0
2% 2% Sctatascn 8 @ I3 n
200 200
140/ 0
100 ‘0
50 % Ei=o Lm“”"'
o ~ ——i J
3» 010 020 030 040 Q860 000 OT o W 8& 0% 020 03 04 0% 000 Q0 OM O
Start  Start  Max Max Max End End Area
Peak Rf Height Rf _ Height % Rf___Height _ Area % Assigned substance
1 019 00 022 2132 9475 027 57 39043 9792 Substance 6
2 069 02 070 118 525 072 186 915 208 Substance 4
8.2. Fase gerak sistem B
a. Replikasi 1
| Track 1, 10: ar1
000
600
o o
Sebtvtance | @ 237 am
40 0
0 200
0 200
100 03 Sutstance 2 @ 397 rm
& —tt I | e | ® J
800 010 030 030 040 0% 08 0J0 C8a 090 806751 020 030 04 0% D080 070 080 099
Start Start Max Max Max End End Area
Peak Rf Height Rf Height % Rf _ Height  Area % Assigned substance
1 043 41 046 281 651 048 84 6769 507 Substance 2
2 050 72 054 4041 9349 064 31 137865 9493 Substance 1
b. Replikasi 2
| Track 2, 1D: ar2
00 80
500 0 Setstance | @ 337 am
400 “@o
200 200
a0 200
100 100 N&m@ 337 o
b e id TRk J
8% 510 o® 6% 0@ 0% 0@ 070 08 0% 865 9% 030 0% 0 080 070 080 090
Start  Start  Max  Max Max End End Area
Peak Rf Height Rf Height % Rl Height Area % Assigned substance
1 041 67 044 303 636 046 B2 €658 488 Substance 3
2 047 68 051 4455 9364 055 46 137671 9512 Substance 1
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c. Replikasi 3
| Track 3, 1D: ar3
o» 0
5001 50 Subence 1 @ 337 ey
Lt @0
301 00
00/ 200
100] 100 Sctwance 3 @ 337 am
O\
—t { 57 | ER
865 G510 020 030 040 0% 060 070 0B 080 §co G0 om 03 040 0% 060 GJ0 0B 080
Start Stait  Max  Max Max End End Area
Peak Rf Height Rf  Height % Rf  Height Area % Assigned substance
1 0.40 1.7 043 260 550 045 6.2 5213 403 Substance 3
2 0.46 64 050 4472 9450 058 22 138796 9597 Substance 1
d. Replikasi 4
| Track 4,10: ar4
000 w00
500 %0 Sutatance 1 @ 337 em
400 “n
00| 300
200 00
w0 l 1w _ Sukatace 3 @337 o
B it GIE 3
866010 0™ 0 04 0% 06 070 0B 0% 805 51 0 0% 040 050 000 G105 0M o080
Start  Start Max  Max Max End End Area
Peak Rf  Height Rf  Height % Rf___Height _ Area % Assigned substance
1 040 47 042 166 360 045 36 3795 285 Substance 3
2 046 46 050 4454 9640 056 31 138579 97.15 Substance 1
e. Replikasi 5
| Track 5, 1D: ars
60 = ,
%o/
0 Substance ¢ @ 237 am
«ol 1\
J Gclll
x0 I
M0y
- s _
S0
100 \ 1°Ho |
— N a—— l —A ! h—f\J
8650 om uw na 0% Lie 0T i b 8% 50 TS5 ;” J
pegy St St Max Max o Mar o End End Aaa LB B JE
'ea Height R Height % Rl Height Area % A
L., cight __ Are ssigned substance
1 047 38 051 4272 10000 060 n 135674 10000 Sub 1



f. Replikasi 6

| Track s, 1D: ars
80D

600
%0 ‘ 400 Sutstarce 1 @ X7 nm
400 4
200 30
200 20
W0 ’ 1004
. 4
e —"";— | | L J
800 516 0 0% 0@ 0% 08 0% 6w 0% BT 0% 0% 0@ 0% 0 030 080 0%
Start  Start  Max  Max Max End End Arca
Peak R Height Rf Height %  Rf  Height Arca % Assigned substance
1 0.51 66 055 4318 10000 064 23 139764 100.00 Substance 1
Lampiran 9. Kromatogram uji akurasi asam retinoat
9.1. Fase gerak sistem A
a. Akurasi rendah
1). Sampel
T oy
B0 £
50 L
[ H20|
b 300
x| For
150 / 103
—— -
8w oW om uw o oo 0B or 0 oW 0% o ow 9% % o o om oE Gm—
2). Replikas1 1
- ) 20
L] 150
L] 13
Mg Retncat @8 1M rm
5] / B
BT o5 nw var 050 be0 0I0 Ded 008 i T B BAG GTE 00 050
Start Start  Max  Max Max  Emd End Area
Peak R Helght BRI Height % R Height  Area % Asslgned substance

1 024 58 0 425 10000 035 124 13405 100000 Aszam Ralincat



3). Replikasi 2

m 200,
g 150,
- 16
Hisiarn Migmncat @ 0% reny
5 5
o™ e, '/‘;
—-—_n-%___\_ L J--|\_ o sl O
Hﬂﬂ b of Q3 QA2 50 CE0 OT0 O 003 l.?l:ll S [ 042 050 o83 oTe 000 o050
Slart  Sart  Max  Max Max End End Area
Poak BRI _ Helght Rl Height % R Hoight  Area % Asslgned substanee
1 028 58 031 B0 10000 038 124 1431.2 100,00 Asam Ralincat
4). Replikasi 3
#n 20
- 150
vhd -]
Hsarn Mesncat @ 2% ry
84 5
e ) ,/J A S
o oL DA 350 QB0 O 0EF OO0 i 13 020 035 043 050 040 o7 000 o0
Start  Start  Max  Max Max  End End Aroa
Poak  Rf _ Helght Rl Height % R Height  Arca b3 Asslgned subsiance
1 028 580 03 512 10000 038 124 143654 100,00 Asam Ralincat
5). Asam retinoat 100 ppm
#n 20
1o 150,
- 1
s Peminzad @ 504 reny
Ll 5
B rohin, L-—s oisin e han S
0w = L RAR 030 R LI 0B 00D l!'l:nl A D o 042 030 209 ooe O oW
Blart  Start  Max  Max Max End End A
Poak  Rf _ Height Rl Height % Al Heighi  Area * Assigned substance
1 028 59 o & 10000 035 124 14402 10000

Asam Ralincat
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b. Akurasi sedang

1). sampel

£ E &

3

e

&

e —

o ol & [E I T om o

2). Replikasi 1

8 0% 030 0% 04 080 0 070 L

g

B 8 b % & 2

]

&0 om om

oen aOT> 80

Asarn fretocas § 334

)

*

-

8% % % % 046 0% 6@ 8% 0B iR

Start  Start  Max  Max Max End End Arca
Peak Rl Height Rf _ Height % Rl Aroa % Assigned substance
1 027 96 030 1211 10000 035 120 2801.4 10000 Asam Retinoat
3). Replikasi 2
'm R
0 2%
20 20
10 190 Asaen Resosst @ 336 rm
100 100
%) / @)
L J 5
8@ 036 035 030 04 00 08 0% 000 050 85w 6% ©30 04 0% 06 010 0m 0%
Start  Start  Max  Max Max End End Arca
Peak Rf_ Height Rf  Height % RI 1 Area % Assigned substance
1 0.27 96 030 1193 10000 035 120 2786.1 100.00 Asam Retinost
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4). Replikasi 3

'm !
240 280
200 0
150 150] Assrn Retncot & 334 m
100] 100/
L %
P4 o o
85 0% 02 0 C& 050 060 0T 08 0N 800 CW 02 030 04 020 OO0 0J0 O0Om 0%
Start  Start  Max  Max Max End End Arca
Peak Rf  Height Rl Height %  Rf__ Height _ Area % Assigned substance
1 027 96 030 1184 10000 035 120 2692 10000 Asam Relinoat
5). Asam retinoat 200 ppm
250
0|
Asan Retooat § 234 am
159
100
/ - ..W‘j
- o - - - ‘ J = - " —
=3
85 030 020 030 04 080 060 070 080 090 300 0% 020 030 040 0% 00 0J0 O 00
Start  Start  Max  Max Max End End Arca
Poak Rf _Height Rl Height %  Rf _Height _ Area % Assigned substance
1 027 96 030 1243 10000 035 120 2910.7 10000 Asam Retinoat
c. Akurasi tinggi
1). Sampel
i o
00 L]
5| L
e 20
300 300
Fuil 200
458 /lh 1
S A
&5 oW em e ne0 ois o or GE 6 b o om TR




2). Replikasi 1

e 300
oot 50
230 200/ g Foeimoal & 334 om
158 1%
100 04
- [ T3 i :
i 1 B30 040 0850 oy om0 B o €% 6% 0% 0% oW o0 oW 08
Start  Start  Max  Max Max End End Area
Peak  Rf  Height RI Helght k] RI__ Height Area % HAsgigned substance
1 0325 84 028 1716 100D 034 N0 458514 100,00 Asam Refinoal
3). Replikasi 2
0, 0
%0 2%
2004 Asars flesnoat @ 34 ren
150
100}
“w
e -
o T30 030 045 ©%0 060 070 08 0

Start  Start  Max . Max End End Area
Peak R! Height RE_ Height % R _Holght  Area % Assigned substance
1 025 84 020 1853 10000 034 11.0 44762 100.00 Asam Retinoat
4). Replikasi 3
300, 20
% 0
20 Asam Resncet @ 334 nm
150
100
2 i
dq S -
U0 030 G40 080 rm AN 080 080 Ao o2 0% 04 0% 0@ 070 5 0%
Start  Start  Max Max End End Area
Peak Rf _Height Rf Height % _ Rf Height  Arca % Assigned substance _____
1 025 84 029 1705 10000 034 110 45461 10000 Asam Retinoat



5). Asam retinoat 300 ppm

% 30
i .
2001 200 Asars Hetacet @ 334 e
190, 150

100 ' 100 \
o w
«—M} L i -
—

————
8% 56 om oM o0 o0 oss 016 OB O 8555 ©% 0% 04 0% 0w 070 oW 060
Start  Start Max Max Max End End Area
Peak R Hoight Rf _ Height % Rf __ Heolght  Area % Assigned substance
1 025 84 020 1723 10000 034 11.0 4585.1 10000 Asam Retinoat

9.2. Fase gerak sistem B

a. Akurasi 100 ppm

1). Sampel

] 11OuN 4y e weavy

o - 000

wo %00

LR 20|

3 20

200/ 20

100 %o

LI W i

L BT T L T 8 TTo 950 035 0AS 0% 0 010 68 oW
b). Replikasi 1

i 40,

19 o

gL ol

g P nﬂm!dwm

st .l . w0 |

£50 140

10 100

| Sutataaon 3 G397 rm

" L i X
i@ o & 7 oM OB 078 06 G for T 0™ o 0 oo o AN LG Dm
Slart Start  Max  Max Max  End End Area
Peak  Rf  Height BRI Hoight % Rf__Height  Area 3% Assigned substanc
1 0.33 7.7 034 302 118 037 T4 a820.3 §.865 Substence 3

2 038 79 041 2227 6808 048 210 10278  B80.35 Substance 2



c). Replikasi 2
i am
e a4
o 30
2 a0 Bubeawoe 7 & X7 nm
203 .l 0
1% g
1[']: 100
Sutsiywa 3 F 137 nm
P i 3 —_
oo a0 o & B 0fd 0B8 070 08 08 foi 50 om oW 08 oM o@ Gr6 L@ om
Slart Siart  Max  Max Max End Endd Area
Peak R Height Rf _Hoight % Rf__Height  Area Y Asaigned substanca
1 0.33 77 034 302 tis@ 037 T4 B34.3 588 Sunstance 3
2 03 79 041 2103 gapgs o4 210 WIE3I 80D4 Substanca 2
d). Replikasi 3
e o,
5 14
Ll 300
- — rf.mm#amwn
0 , e |
117 1ag)
1[-]: 100
Gutatinea 3 297 rm
= g Y N —
| —rmerfomn i
Bed—5o oo £35 ©a0 0Om0 G0 018 DM GE oo ©m 0% & obe om G706 g GO
Start  Start  Max Max Max End End Area
Peak Rf  Height  RI_Haight % Rl Helght Araa % nigd 5ubstanco
1 0.33 77 034 302 118 037 T4 .2 503 Subbstance 3
2 03 78 041 B4 808 048 210 101524 SDAT Sulstance 2
e). Asam retinoat 100 ppm
g . 42y
4 ml
3 2004
%0 50
P 0
1154 155
1|:I:I: 100
Ll £l
mmmm——— | — -
Bes oo —amm & B 03 0BG 0Te 0B0 G fw— o oW 0% 08 o 9@ 40 0 oW
Slart  Slart Max Max Bax End End Area
Poak R Height RI_Hoight % Rf___Helght  Area % Asaigned substance
1 o33 70 041 ZZ23 BE0E 046 210 103E 1000 Substance 2
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b. Akurasi 200 ppm

1). Sampel
80 (2]
| ]
[2id -]
gk 00|
00 380/
aH F-
108 80
L] [T W 000 ohe Emrrmu—aﬁ—ﬁ_u T
2). Replikasi 1
o oo
. - Substance 2 @ 337 e
0 0|
200 200
2024 20
L *0 Sutatanca 3 @27
— g v P
8% o e% o G55 070 685 0W 0 030 030 045 030 080 070 080 oW
Start  Start Max Max Max End  End Area
Peak Rf _ Hoight Rf  Height %  Rf _ Height  Arca % Assigned substance
T 031 48 034 218 509 033 105 8401 428 Substance 3
2 037 136 040 4081 9491 049 44 120033 o572 Substance 2
3). Replikasi 2
L ——
E 00|
0 4201
200 X0
20 200
100 100 l
.} | N s |
8966 00 63 040 630 08 070 0 O0W ) 6 0N 630 04 0% 085 030 688 0
Start Start Max  Max Max End End Arca
Peak RI  Height Rf  Height %  Rf  Hoight  Area % Assigned substance
1037 88 040 3996 10000 049 43 113428 100.00 Substance 2
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4). Replikasi 3
&0 g
S0 %0
0 40|
00 X0
00 200
100! 100 -
— ! o i
8607 0™ 63 040 6% o6 610 08 6W [ 3 045 0% G865 630 086 W
Stat  Start Max  Max Max End End
Peak RI__ Height R Height % RI___ Hoight signod substance
1037 88 040 4072 10000 049 4.3 121425 10000 smuncoz
5). Asam retinoat 200 ppm
0 -
0 500/
0 00 I
200 %00
00 30
m et
%30 045 0 rnr—;m—‘
Start  Start Max  Nax Max End End Area
Poak _Ri__ Height RI__ Height % Rt Hoight _ Area % Assignod substance
T 037 88 040 4058 10000 049 43 12032.7 100.00 Substance 2
c. Akurasi tinggi
1). Sampel
0 70
0 o
%0 0|
@0 400
00 00
200 200
100/ 1 109 2o o -
8% i e 0% 04 0@ 0w 030 6 8% 5% 0 039 040 010 0@ 070 0B 0%

60
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2). Replikasi 1
o L 2
00 [~
00 500!
00 400
04 2004
20 00/
"o W0 Al
LN - Xy w8
T T <0 o T oo 0K oW
Start  Start Max Max  Max End  End Area
Peak_ RI ht _RI Height %  Rf Height Area % Assigned substance
1 038 01 040 110 184 042 04 1283 094 unknown *
2 042 03 045 5877 9816 048 8% 135140 99.08 unknown *
3). Replikasi 2
UACGRRCT Bpake % 0 2
0 ﬂ 00
201 0
250 40
3004 200
2% 200
173 30 '
_.“»J/ N Jd O
Ew 010 030 O 04 O 08 O0om0 DE [ 010 0 0 o4 0T 080 o
Start  Start  Max  Max Max End End Area
Peak Rf Height Rf__Height % Rf Height _ Aroa % Assigned substance
1 033 02 040 101 165 042 01 1302 082 unknown *
2 042 05 045 6040 0835 049 25 139841 0008 unknown *
4). Replikasi 3
o 3 '
w f
=00 =0c
420 40
2004 u0
200!

» _J) \_ ] “

0% % 6% oW 64 0% 000 070 580 088

8“) T10 020 03 045 020 080 G670 o8 0%

Start Start Max Max Max End End Area
Poak _Rf _Height Rf _ Height %  Rf Height  Arca % Assigned substance
1 042 04 045 5955 10000 048 60 135837 100.00 unknown *



5). Akurasi 300 ppm

Em 010 il o pAR 2E 0 oM 0B O

B ¥ & B E g

m

62

# E & 8 B ¢

1

L
Em 0i0 020 03 048 O O80 670 om0 oW

Start Start Max  Max Max End End Rrea

Peak BRI Height Rf_ Helght % Ri__ Height Broa % Assigned substance
f 042 04 045 5955 10000 048 60 141113 10000 unkneam

Lampiran 10. Kromatogram penetapan kadar sampel asam retinoat

10.1. Fase gerak sistem A

a. Sampel A
1). Replikasi 1
I Track 1, 1D: SampelDolbyRep
o - 00
&a B0
Lo i ey
400 Ll
k=l 300
200 200
1&1““_‘_ - 'IIJI:ITEJuh:lmﬂg'blm
gl‘&l Q19 Q20 030 040 053 080 OO QB0 090 El.'!} Q10 02 03 040 050 060 070 OB0 000
Start  Start  Max  Max Max End End Area
Peak  Rf  Height Rf  Height % Rf __ Height Area 5% Assigned substance
1 0.02 70 003 128 10000 005 0.1 2018 100.00 Subsiance 2
2). Replikasi 2
| Track 2, ID: SampelDolbyRep2
700 700
00 00
=0 200
400 400
xXQ 30
00 200
0 100 _Substsnce 2 @ 334 nm
——— A LJ
000 010 020 030 040 090 040 070 080 050 600 QW 020 030 040 0250 080 070 080 050
Start  Start  Max Max Max End End Area
Peak Rf Height Rf  Hoight % Rf___ Height Area % Assigned substance
1 002 105 003 132 10000 008 04 237.0 100.00 Substance 2
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3). Replikasi 3
| Track 3, ID: SampelDolbyRep3
0 700
€00 600
50 50
40 @0
30 300
200 200
100/ 100f Swbstance 2 @ 334 nm
— ]
805 G0 0 0% 046 0% 080 070 o oW 865576 ©® 03 04 0% 060 070 0B 0%
Start Start  Max  Max Max End End Area
Peak Rf Height Rf  Height % Rf __ Height Area % Assigned substance
1 0.02 72 004 136 10000 0.05 25 2218 100.00 Substance 2
4). Asam retinoat
| Track 4, 1D: Asamretinoat
00, 700
00, 00
=0 00
400 a0 Swbstance 2 @ 334 o
30 20
200 200
100\ 100
L J
80570 030 030 04 0% 0@ 070 o0 ol 85557 o 0w 040 080 6@ GH0 0B 0B
Start  Start  Max  Max Max End End Area
Peak R Height Rf _ Helght % Rf __Height Area % Assigned substance
1 0.00 11.3 003 3368 10000 0.06 16 7807.1  100.00 Substance 2
b. Sampel B
1). Replikasi 1
[ Track 1, ID: SampalQLRepl
F=o =
| »
201
1sag
1t
] Subsiance 15337 em
| | mtary & = ll.\.‘|
PE o am 0% 0@ oW 0@ o ﬁ'ml_m.h X 0% 0@ §a0 070 oM oM
Start Start  Max Max  Max  End  End Arca
Peak Rl Hclght mz Hai % R Hrligh Arca % Assigned substance
1 0.33 a8 034 204 10000 037 g 255 100,00 Substance 1



2). Replikasi 2

350 Ty
M | 80|
b= 0
1%) Iﬂr
164| i
Ll L Susaiznce 1 @ 0T em
ﬁfw._ﬁ) | s S 4
fom 5 6% Ui 6w o 08 08 0 &t 0@ 530 0 ©W o8 07 oM 06
Start Start  Max  Max Max End End Aroa
Peak Rl Helght BRI Hme % Rf _Height  Area k) __ Assigned substance
1 033 86 034 198 10000 03 38 2124 100.00 Substance 1
3). Replikasi 3
PR . .
M | Fi
b= 0
1%) (L]
164| i
X 50 Susatance | @ T e
— o oy
M 7
fr om o 6W U £ b0 O CTRT im0 0 ca0 04 050 ow0 oTc omd bbG
Start Stamt  Max  Nax Max End End Aroa
Pask Rl Helght RI Haei % Rf__Helght  Arca % Assigned substance
L v ] a6 03¢ 2pq W0O00 O 38 3224 100,00 Substance 1
4). Asam retinoat
e 1504
- - Suastance | G 397
0
o0 70
B e0a
o 00
- 400
¥ 300
w 200
Lo l 10
LT
Bes &w ©f 0% oa 6% 0 070 o8 G B0 it 030 630 035 5% 080 570 580 505
Start  Start  Max Max Max End End Area
Peak BRI Hgight Rf Height % Rf  Hgight  Area = Aaplgned subatance
1 02% 122 034 7520 10000 037 40 146264  100.00 Substance 1
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c. Sampel C
1). Replikasi 1
| Track 1, 1D: SampelSelebRep1
00, 70
€0 00
50 00
420 40
3% 30
20 20
100 Sebauncs 3 @ 3M4 nm
A 100 4 r}u‘m 4834 0m
8% 570 o730 63 a% 0% 0E 610 OB TR &F‘omm—olw
Start Stat Max Max Max End End Area
Peak Rf Height Rf Height % Rf___Helght  Area % Assigned substance
1 004 40 005 309 6836 006 0.1 3542 6081 Substance 3
2 065 06 068 143 3164 068 121 2283 3919 Substance 4
2). Replikasi 2
| Track 2, ID: SampelSelebRep2
70 ™0
00 €20,
00 50
40 40
%0 mr
00| 200
Lsvance 3 @ 334 om Sutmance § @ 334 1
o M B 9} 1
85070 om 0® 0@ o 0@ 00 08 ¥ B 570 0m 03 040 0 080 070 089 6%
Start Start Max Max Max End End Aroa
Pesk Ri__Height RI _Height % _ Rf Meight  Area % Assigned substance
1 003 37 005 309 4374 006 04 36523 3449 Substance 3
2 064 33 067 197 2785 069 173 5022 4781 Substance 4
3 069 179 069 201 2841 071 17 1858 17.70 Substance 5
3). Replikasi 3
| Track 3, 10: SampelSelebRep3
o 90
6% €00
0 50
0 400
S 30
200 200
RA i3] 160 U“m"”"‘“ Lj_s\uluuauomm
e 00 030 04 0% 060 ol 080 0% 8% 576 020 o o4 0% 08 010 o 0
Start  Start  Max  Max Max End End Area
Peak Rl Height RI  Height % Rf___Height _ Area % Assigned substance
1 003 48 005 304 5749 006 01 3674 3004 Substance 3

2 083 22 087 225 4251 0N 01 8559 69.96 Substance 4



4). Baku asam retinoat

| Track 4, 1D: AsamRetinoat

66

709 r 70
«9 000,
=0 %0
20 @0l Subsance 2 @ 334 nm
=0 200 s‘ﬁblttl\(osom'm
200 200
M :
i AV P
805Gt 00 03 0% 0% 06 G670 0E 080 8 0w o0 0 040 035 665 070 OB 0%
Start  Start  Max  Max Max End End Area
Peak Rf  Height Rf  Height % Rl Height Area % Assigned substance
1 0.01 18 004 2096 1714 005 988 34585 1298 Substance 3
2 005 1046 008 3048 2492 008 712 57235 2148 Substance 2
3 009 764 012 7085 57984 015 16 174644 6554 Substance 1
d. Sampel D
1). Replikasi 1
] Track 1,10: SampelChangRepd
oY ' 1 1
D (o]
530 50
o a0
am 300
x| e
100 ‘_'_{_. 108
5 oW sm uw o oS 0m or om0 05 o0 ow 0% 0% oD e oS TR G —
2). Replikasi 2
l Track 2, ID: SampelChangRep2
oY ' : H
Lo &0
P 50
] 0
K] 300
0 e
| 1 10
S =
T T T b5 ow ow ]
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3). Replikasi 3
| Track 3, ID: SampelChangRepd
T, o,
B 00|
k-] a0
way 0
30 300
o] 200
18 1 108
D —— -
Ly 330 040 oS0 083 or0 O % o0 em w08 oH TE oe TE iEm
4). Asam retinoat
| Track 4,10: Asamretinoat
700, 200,
600 L]
Ttrdpnce 1 20 334 4w
0 50
) 420
300! 30|
0 20
100/ 1004
300_‘0-.0’_0}awu 00 0r0 083 O 10 030 030 043 0% 080 010 080 0
Start  Start  Max , Max Max End End Arca
Peak  Rf Height Rf  Hoight % RI__ Height  Area % Assigned substance
1 006 39 009 4884 10000 012 01 103482 100.00 Substance 3
e. Sampel E
1). Replikasi 1
| Track 1, 1D: SampelDRfuRep1
700 700
€0 €00
@0 00
a0 &
300 %0
200 200
100! 100
806 670 93 03 040 0% 06 010 0B 0% 8667 02 03 040 0% 0@ 070 OB W




2). Replikasi 2

?m[
e
S0

200

Track 2, 1D: SampelrFuRep2

EW bid 63 oM

3). Replikasi 3

| Track 3, ID: SampelDrFuRep3

T

Lo

=

—
340 DE3 Q6D 070 OBD  OSd

_—

!
'EW 610 020 030 040 050 000 070 OB 0%

4). Asam retinoat

| Track 4, ID: Asamretinoat
700

wa

68

8§ 8 & § 8

EM CECIN ¥ F 7

h4d 050 060 070 0B o

0o 00 630 033

040 050 083 o010 080 om0

700
€0 €00
%0 %0
0 400
200 200
20 200
00 \L J 100

N E J
8@ o o™ 0% 0% OH G 070 08 O 8@ 0w 920 030 04 0% 0@ 070 90 00
Start  Stat  Max  Max Max End End Area
Peak Rf _Height Rf _ Height % Rf__ Hoight Area % Assigned substance
1 007 287 010 7028 10000 0.13 01 16668.5 100.00 Substance 1



10.2. Fase gerak sistem B

a. Sampel A
1). Replikasi 1

Track 1, 10: SampelDolbyRep1

00

&0
00
400
xa
o0

100

—

8% 7 o 03 040 0% 00 070 080 009

2). Replikasi 2

| Track 2, 1D: SampelDolbyRep2

700

o0

500

<00

300!

200

T AN i / A
8% 576 63 0% 040 030 0w 070 080 a9

g 8

g 8 &

69

| O -
300 00 020 0X 040 0% 080 070 020 080

700
600
%0
&0/
¥0
0
100 _ Subaance 1 @ 337
Ll
80 070 020 020 040 030 060 00 080 080

Start Start  Max  Max Max End End Arca
Peak Rf Height Rf Height % Rf __Height _ Area % Assigned substance
T 04 21 043 119 10000 046 16 2182 100.00 Substance 1
3). Replikasi 3
| Track 3, ID: SampelDolbyRep3
L 7o
00 00
300 500
[l 400
305 308
F 00
08 100 f
R = L
B oo o o030 040 00 00 CJ0 OB 080 foo oo om0 6w cas 06 080 070 0B0 £
Start  Start  Max Max Max End Enmd Area
Peak i Height Rf  Height % Rl Height _ Area % Assigned substance
1 0.7 03 07 610 10000 074 33B aye.0  100.00 unkmowi *



4). Asam retinoat

70

| Track 4, ID: Asamretinoat
%0 l—-l 700
&0 €00 ”
50 500
40 400
200 200
200 \ 200
100! “ 00! A&“mzcmm
- —— J u
86557 030 039 G4 030 060 070 080 0% 855 70 020 0% 6% 0% 060 0% 0m 0%
Start  Start  Max  Max Max End End Area
Peak Rf Height Rf Height % Rf___Helght _ Area % Assigned substance
1 0.38 30 041 7054 9799 047 04 208759 9961 Substance 1
2 0.66 04 067 144 201 068 0.1 821 0.39 Substance 2
b. Sampel B
1). Replikasi 1
| Track 1, 1D: SampelQLRep1
709 700
000 00
00 200
400 400
00 200
200 200
100 100! A_AAM%\IM TG T
855 02 0% 0% 0% G639 oI 9B (90 870 020 0% 040 G50 060 070 0 0
Start  Start  Max Max Max End End Area .
Peak Rf__ Height Rf _ Height % Rf Helght _ Area % _Assigned substance
1 0.34 30 036 147 4744 038 1.9 172.7 2844 AutoGenerated18
2 0.41 25 044 163 5256 047 39 4344 7156 Substance 7
2). Replikasi 2
| Track 2, 1D: SampelQLRep2
700 700
60 600
50 %0
0 o
300 200
200 200
w0 100 __Sutance 7 @337 ve
855 T 020 030 040 0% 0 070 080 o8 806 56 00 0% 0w G0 060 070 089 090
Start Start Max  Max Max End End Arca
Peak Rf  Height Rf  Height % Rf__ Hoeight Area Y Assigned substance
1 042 108 043 192 10000 047 54 4643  100.00 Substance 7
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3). Replikasi 3
| Track 3, 1D: SampelQLRep3
00 700
w0 500
%0 00
a0 400
30 209
200 200
100/ WO A‘Mt“uvm
AR e ———_— ‘u]
8% 50 030 030 04w 050 060 070 080 0% 865070 030 03 040 00 080 070 0M O®
Start Start Max  Max Max End End Area
Peak Rf__ Height Rf Height % Rf__ Height Area % Assigned substance
1 0.33 43 0324 136 4568 034 1.8 87.0 47.47 Substance 1
2 034 18 035 161 5432 036 09 963 5253 unknown *
4). Asam retinoat
| Track 4, 1D: AsamRetinoat
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200 B mu".moomm
00 0
/ e
- L,__“‘ o0 | Aty § 5 e
— U ALY B
8% o1 030 0% 6 6% O 00 08 OW 8% 010 o 030 045 030 00 070 080 050
Start  Start  Max  Max Max End End Aroa
Peak RI  Height Rf  Height % Rf  Height Area % Assigned substance
1 0.28 02 032 271 274 035 1.2 7188 3.05 AutoGenerated28
2 035 1.7 037 114 115 039 02 1865 0.79 AutoGenerated18
3 042 06 044 888 894 045 598 1205.2 5.12 + Substance 7
4 045 607 047 2307 2325 048 35 38771 1647 Substance 6
5 049 1.0 0652 6344 6393 054 1586 176581 7457 Substance 5
c. Sampel C
1). Replikasi 1
| Track 1, ID: SampelSelebRept
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2). Replikasi 2

| Track 2, ID: SampelSeiebRep2
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Start  Start  Max  Max Max End End Area
Peak Rf Height Rf Height i) Rf __ Halght Area Y% Assigned substance
1 0.31 4.7 035 123 10000 0437 T8 410.7  100.00 AutoGenerated18
3). Replikasi 3
| Track 3, 1D: SampelSelebRep3
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80601 0 030 040 0% 0 070 081 080 000 10 020 03 040 00 060 0r0 o0 0
Start  Start  Max  Max Max End End Area
Peak Rf _ Helght Rf _ Height % Rf___Height _ Area % Assigned substance
99 054 186 10000 058 45 4839 100.00 Substance 5
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4). Asam retinoat

| Track 4, ID: AsamRetinoat
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Start  Start  Max  Max Max  End  End Arca
Feak RI _Height RP Height % Rf  Helght Araa % Asslgned substance
1 012 52 014 10.8 129 017 1.3 AM1E 1.28 Substance 2
2 0.24 27 027 213 238 029 8.0 617.2 2.54 Substance 8
3 029 B4 0 WE 2 033 144 5027 207 AutoGenarated19
4 033 142 035 M4 273 038 167 4588.7 1.93 AutoGenarated2?
B 0.36 170 033 748 882 040 565 1416.2 582 AuvtoGensraled1d
6 040 609 041 1B6E BB 044 354 34280 1410 Substance &
Ki 0.44 374 047 5T04 G389 055 6.5 175721 7228 Substance 4
d. Sampel D
1). Replikasi 1
| Track 1, 1D0: SampeiChangRep1
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Start  Start  Max Max Max End End Arca 3
Peak Rf Height Rf  Height % R Helght Area % Assigned substance
1 044 1.0 048 205 6042 051 86 9194 56,19 Substance 5
2 052 84 055 193 3958 058 36 7168 4381 Substance 4



74

2). Replikasi 2
| Track 2, 1D: SampelChangRep2
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Start Start  Max  Max Max End End Area
Peak Rf _Height Rf _ Height % Rf___Helight Area % Assigned substance
1 042 00 046 292 5838 048 93 8249 51.50 Substance 5
2 049 82 052 209 4162 05 16 7769 4850 Substance 4
3). Replikasi 3
| Track 3, ID: SampeiChangRep3
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Start  Start  Max  Max Max End End Area
Peak Rf Height Rf Height % Rf __Height  Area % Assigned substance
1 042 05 045 289 5939 048 89 7921 5185 Substance 5
2 048 89 051 198 4061 055 27 7354 4815 Substance 4
4). Asam retinoat
| Track 4, 10: Asamretinoat
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Start  Start  Max Max Max End End Area
Peak Rl __Height Rf _Height %  Rf _Helght  Area % Assigned substance
1 044 03 047 6961 10000 052 30 18696.3 100.00 Substance 6
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e. Sampel E
1) Replikasi 1
| Track 1, ID: SampelDRfuRep1
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Start Start  Max Max Max End End Area
Peak _Rf Height Rf Height % Rf __ Height _ Area % Assigned substance
1 0.36 7.7 038 17.7 100.00 0.41 50 458.1  100.00 unknown *
2). Replikasi 2
| Track 2, 10: SampelrFuRep2
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Start  Start  Max  Max Max End End Area
Peak Rf _Height Rf  Height % Rf  Height Area % Assigned substance
1 0.34 64 036 132 100.00 0.39 22 3213 100.00 AutoGenerated18
3). Replikasi 3
| Track 3, ID: SampelDrFuRep3
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4). Asam retinoat

| Track 4, ID: Asamretinoat
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Start  Start  Max  Max Max End End Aroa
Peak Rf Height Rf Height % Rf _ Height Arca Y Assigned substance
1 0.10 1.7 013 191 160 0.18 19 4809 1.69 Substance 1
2 023 09 025 2322 269 028 28 7874 277 Substance 5
3 o028 29 030 121 101 031 0.1 1584 0.56 Substance 4
4 0.31 03 033 239 200 034 14 2800 0.88 Substance 3
5 0.34 08 036 1303 1080 037 720 17932 6.30 AutoGenerated18
[} 037 777 039 2795 2338 041 1.1 4707.0 16.55 AutoGenerated16
7 0.41 21 045 6985 5843 047 122 202369 71.15 Substance 7



