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INTISARI 

Sildenafil sitrat dan tadalafil merupakan obat keras yang sering 

ditambahkan dalam obat tradisional sebagai bahan kimia obat. Penggunaan 

Sildenafil sitrat dan tadalafil tanpa memperhatikan dosis dan cara penggunaan 

yang tepat dapat berbahaya bagi tubuh manusia. Karena itu dilakukan pengujian 

kandungan Sildenafil sitrat dan tadalafil pada obat jamu kuat yang beredar 

dipasaran. Penelitian ini bertujuan untuk menentukan parameter validasi metode 

kromatografi cair kinerja tinggi (KCKT) untuk analisis sildenafil sitrat dan 

tadalafil secara simultan pada sampel jamu kuat yang memenuhi persyaratan 

Association of Official Analytical Chemist (AOAC) dan ICH (International 

Conference On Harmonisation). Validasi metode meliputi uji spesifisitas, 

linearitas, akurasi, presisi, kekuatan, batas deteksi (LOD), batas kuantifikasi 

(LOQ) dan ketidakpastian. Uji spesifisitas menunjukkan waktu retensi yang 

hampir sama antara standar, sampel dan sampel spike pada sildenafil sitrat dan 

tadalafil muncul pada Rt yang sama yaitu 1,764 dan 3,967. Persamaan linearitas 

diperoleh persamaan y = 54.408,0541x + 77.586,1435 dan y = 105.555,4581x + 

221.951,2206. Nilai korelasi (r) yaitu r=0,9999 dan r=0,9995, uji akurasi nilai 

Perolehan kembali yaitu 105,53 % dan 92,79 %, uji presisi keterulangan 

didapatkan nilai RSD yaitu 1,36 % dan 1,44 % dan RSD horwitz 8,32 % dan 8,31 

%, uji batas deteksi (LOD) untuk sildenafil sitrat dan tadalafil yaitu 2,14 ppm dan 

3,24 ppm,  batas kuantifikasi (LOQ) pada perhitungan sebesar 6,49 ppm dan 9,82 

ppm. Nilai ketidakpastian yang didapatkan 162,751 ± 2,255 mg/g. Parameter 

validasi yang dilakukan telah memenuhi persyaratan yang ditetapkan Association 

of Official Analytical Chemist (AOAC) dan ICH (International Conference On 

Harmonization) 

Kata kunci : Sildenafil sitrat, tadalafil, kromatografi cair kinerja tinggi (KCKT), 

jamu, validasi metode  
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VALIDATION METHOD  ANALYSIS SILDENAFIL CITRATE AND 

TADALAFIL SIMULTANEOUSLY ON APHRODISIAC TRADISIONAL 

MEDICINE BY HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY 

(HPLC) 
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ABSTRACT 

Sildenafil citrate and tadalafil are prescription drugs which are often added 

in traditional medicine as chemical drugs. The use of sildenafil citrate and 

tadalafil regardless of dosage and how the proper use can be harmful to the human 

body. Because it was examined content of Sildenafil citrate and tadalafil on the 

aphrodisiac herbal medicine on the market. This study aimed to determine the 

parameters of the validation method of high performance liquid chromatography 

(HPLC) for the analysis of sildenafil citrate and tadalafil simultaneously on a 

sample of aphrodisiac herbal medicine that meet the requirements of the 

Association of Official Analytical Chemist (AOAC) and ICH (International 

Conference On Harmonisation). Validation of test methods included specificity, 

linearity, accuracy, precision, robustness, limit of detection (LOD), limit of 

quantification (LOQ) and uncertainty. Specificity test showed that retention time 

of  sildenafil citrate and tadalafil spiked with sample is almost equal with standar, 

Rt value obtained is 1.764 and 3.967. Linearity equation y = 54.408,0541x + 

77586.1435 and y = 105.555,4581x + 221,951.2206. The correlation value (r) is r 

= 0.9999 and r = 0.9995, accuracy test Reacquisition value is 105.53% and 

92.79%, precision test repeatability RSD value obtained is 1.36% and 1.44% 

Horwitz and RSD 8.32% and 8.31%, the test limit of detection (LOD) for 

sildenafil citrate and tadalafil are 2.14 ppm and 3.24 ppm, the limit of 

quantification (LOQ) in the calculation of 6.49 ppm and 9, 82 ppm. Uncertainty 

value obtained 162.751 ± 8,00412 mg / g. The  parameter validation performed 

has fulfilled the  requirements which set by Association of Official Analytical 

Chemist (AOAC) and ICH (International Conference On Harmonization) 

 

Keyword : Sildenafil citrate, tadalafil, high performance liquid chromatography 

(HPLC), tradisional medicine, method of validation 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang Masalah 

 Jamu merupakan salah satu obat tradisional Indonesia yang merupakan  

warisan budaya bangsa yang telah dikenal secara luas dan digunakan secara turun 

menurun. Hal ini dapat dilihat dari banyaknya masyarakat indonesia yang 

menggunakan obat tradisional (jamu) untuk pencegahan penyakit, peningkatan 

imunitas tubuh, memulihkan kesehatan atau mengobati penyakit, bahkan untuk 

kecantikan, sehingga di kalangan masyarakat jamu dipercaya aman bagi 

kesehatan. Masyarakat menginginkan efek yang cepat ketika mengkonsumsi 

jamu, sehingga produsen jamu yang tidak bertanggung jawab menambahkan 

Bahan Kimia obat pada jamu yang dilarang penggunaannya pada jamu(1,2). 

 Menurut peraturan Badan pengawasan obat dan makanan pada 

no.HK.00.05.41.1384 tahun 2005 dijelaskan bahwa obat tradisional tidak boleh 

mengandung bahan kimia obat yaitu bahan kimia hasil isolasi atau sintetik 

berkhasiat obat(3). Namun, masih banyak produsen jamu melanggar peraturan 

tersebut dengan tujuan untuk memperoleh efek yang cepat dan memperoleh 

banyak keuntungan. Penggunaan Bahan Kimia Obat pada jamu sangat berbahaya 

karena biasanya penggunaan jamu relatif lama. Penggunaan bahan kimia obat 

tanpa memperhatikan dosis, mutu dan keamanan sangat berbahaya bagi kesehatan 

tubuh manusia karena efek samping yang tidak diinginkan yang ditimbulkan oleh 

bahan kimia obat tersebut. Beberapa contoh obat yang sering ditambahkan pada 

jamu diantaranya sildenafil sitrat, tadalafil dan lain-lain(2). Sildenafil sitrat dan 

tadalafil merupakan golongan obat keras dan merupakan bahan kimia obat yang 

sering ditambahkan pada jamu kuat  yang berkhasiat mengatasi gangguan ereksi 

pada pria(4). Penggunaan dua zat aktif tersebut dengan dosis, cara penggunaan, 

dan keamanan yang kurang tepat dapat menimbulkan efek samping yang tidak 

diinginkan(2).  

  Pada tahun 2006 beberapa obat tradisional jamu kuat atau suplemen pria 

yang mengandung sildenafil sitrat dan tadalafil sebanyak 13 merk obat tradisional 

ditarik dan dimusnahkan karena mengandung bahan kimia obat. Pada 30 
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november 2015 sekitar 4 obat tradisional produksi dalam negeri dilaporkan 

mengandung kandungan sildenafil sitrat. Pada 24 agustus 2015 badan pengawas 

obat dan makanan melaporkan 50 obat tradisonal baik dalam maupun produk 

importir dilaporkan mengandung sildenafil sitrat dan atau dengan tadalafil(5). 

Dari data tersebut, terbukti bahwa masih banyak jamu kuat pria yang 

mengandung Bahan Kimia Obat, diantaranya yaitu sildenafil sitrat dan tadalafil. 

Sehingga diperlukan metode analisis yang mampu mendeteksi adanya sildenafil 

sitrat dan tadalafil secara simultan. Pada penelitian terdahulu dilakukan analisis 

sildenafil sitrat dan Tadalafil secara simultan dengan menggunakan metode KLT 

densitometri. Namun pada penelitian menggunakan KLT densitometri 

menghasilkan nilai akurasi yang kurang baik(6). Penggunaan metode KCKT dalam 

analisis sildenafil sitrat dan tadalafil secara simultan belum banyak digunakan, 

pada penelitian terdahulu dengan menggunakan KCKT menggunakan campuran 

fase gerak dengan komposisi pelarut organik lebih banyak. Penggunaan pelarut 

organik tidak begitu menguntungkan berkaitan dengan masalah biaya, sehingga 

penelitian ini melakukan modifikasi dengan merubah komposisi fase gerak pada 

pelarut organik yang lebih sedikit. Pada penelitian ini digunakan metode reverse-

phase kromatografi cair kinerja tinggi (KCKT) untuk analisis kandungan 

sildenafil sitrat dan tadalafil secara simultan pada sampel jamu kuat, karena 

metode KCKT dapat digunakan untuk analisis kualitatif maupun kuantitatif serta 

merupakan metode analisis yang sederhana, cepat dan sensitif(7,8). Metode KCKT-

UV yang telah dilakukan tidak mencantumkan nilai ketidakpastian sementara 

pada hasil analisis kandungan sildenafil sitrat dan tadalafil secara simultan 

menunjukkan adanya variasi kadar pada tiap pengujian. Oleh karena itu, 

diperlukan estimasi ketidakpastian untuk menetapkan rentang nilai kadar 

sildenafil sitrat dan tadalafil yang dikuantitasi(9,10). Pada penelitian ini dilakukan 

analisis kandungan sildenafil sitrat dan tadalafil secara simultan dalam sampel 

jamu kuat dengan metode yang telah tervalidasi dan melakukan estimasi 

ketidakpastian. Validasi metode diperlukan untuk memastikan bahwa metode 

tersebut sesuai dengan tujuan penggunaannya dan memberikan hasil pengujian 

yang valid(9,11–13).Parameter validasi metode yang dilakukan meliputi uji 

kesesuaian sistem, spesifisitas, linearitas, akurasi, presisi, Robustness, LOD (Limit 
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of detection) dan LOQ (Limit of quantification). Parameter hasil analisis 

dibandingkan dengan kriteria Association of Official Analytical Chemist (AOAC) 

Guideline for Single Laboratory Validation of Chemical Method for Dietary 

Supplements and Botanicals dan ICH (International Conference On 

Harmonization)(11,13). 

 

1.2 Rumusan Masalah 

1. Bagaimana validitas metode analisis sildenafil sitrat dan tadalafil dengan 

metode kromatografi cair kinerja tinggi yang dihasilkan terhadap persyaratan 

Association of Official Analytical Chemist (AOAC) Guideline for Single 

Laboratory Validation of Chemical Method for Dietary Supplements and 

Botanicals dan ICH (International Conference On Harmonization)? 

2. Apakah metode analisis yang digunakan dapat menganalisis kandungan 

sildenafil sitrat dan tadalafil secara simultan pada jamu kuat Pria? 

1.3 Tujuan Penelitian 

1. Untuk mengetahui validitas metode analisis sildenafil sitrat dan tadalafil 

dengan metode kromatografi cair kinerja tinggi yang dihasilkan terhadap 

persyaratan Association of Official Analytical Chemist (AOAC) Guideline for 

Single Laboratory Validation of Chemical Method for Dietary Supplements 

and Botanicals dan ICH (International Conference On Harmonization)? 

2. Untuk mengetahui metode analisis yang digunakan dapat menganalisis 

kandungan sildenafil sitrat dan tadalafil secara simultan pada jamu kuat pria. 

 

1.4 Manfaat Penelitian 

1. Dapat mengetahui tingkat validitas metode KCKT (kromatografi cair kinerja 

tinggi) untuk menganalisis kandungan sildenafil sitrat dan tadalafil secara 

simultan pada jamu kuat. 

2. Dapat mengetahui jamu kuat pria yang mengandung sildenafil sitrat dan 

tadalafil secara simultan. 
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3. Dapat menjadi masukan pada instansi pemerintah BPOM badan pengawas 

obat makanan metode yang dapat digunakan untuk menganalisis kandungan 

sildenafil sitrat dan tadalafil secara simultan pada jamu kuat. 
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BAB II 

STUDI PUSTAKA 

2.1.Tinjauan Pustaka 

2.1.1 Obat tradisional 

2.1.1.1.Pengertian obat tradisional  

Menurut Peraturan Menteri Kesehatan Republik Indonesia Nomor 007 

Tahun 2012 Tentang Registrasi Obat Tradisional. Obat tradisional adalah bahan 

atau ramuan bahan yang berupa bahan tumbuhan, bahan hewan, bahan mineral, 

sediaan sarian (galenik) atau campuran dari bahan tersebut yang secara turun 

temurun telah digunakan untuk pengobatan, dan dapat diterapkan sesuai dengan 

norma yang berlaku di masyarakat(14). 

2.1.1.2.Jenis-jenis obat tradisional  

Jenis-jenis obat tradisional menurut badan pengawasan obat dan makanan  

Nomor : HK.00.05.4.2411 obat tradisional Berdasarkan cara pembuatan serta 

jenis klaim penggunaan dan tingkat pembuktian khasiat, Obat Bahan Alam 

Indonesia dikelompokkan menjadi : 

a. Jamu 

Jamu merupakan obat tradisional dimana khasiatnya dibuktikan dengan data 

empiris. Jenis klaim penggunaan sesuai dengan jenis pembuktian tradisional dan 

tingkat pembuktiannya yaitu tingkat pembuktian umum dan medium. Jenis klaim 

penggunaan harus diawali dengan kata – kata : “ Secara tradisional digunakan 

untuk …”, atau sesuai dengan yang disetujui pada pendaftaran(15). 

 

 

 

Gambar 2.1. Logo dan tulisan Jamu  

b. Obat Herbal Terstandar 

Obat Herbal Terstandar merupakan obat tradisional dengan klain khasiat 

dibuktikan dengan cara pembuktian ilmiah atau praklinik. Jenis klaim penggunaan 

sesuai dengan tingkat pembuktian yaitu tingkat pembuktian umum dan 

medium(15). 
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Gambar 2.2. Logo dan nama obat herbal 

c. Fitofarmaka 

Fitofarmaka merupakan obat tradisional dimana klaim khasiat harus dibuktikan 

berdasarkan uji klinik dan Jenis klaim penggunaan sesuai dengan tingkat 

pembuktian medium dan Tinggi (15).  

 

 

Gambar 2.3. Logo dan nama fitofarmaka 

2.1.2. Disfungsi ereksi  

Disfungsi ereksi (ED) adalah kegagalan untuk mencapai ereksi penis 

ketika melakukan hubungan seksual. Hal ini biasanya sering disebut dengan 

impotensi. Tanda dan gejala disfungsi ereksi sulit untuk dideteksi, hal tersebut 

biasanya pertama kali dirasakan oleh pasangan pasien. Manifestasi yang terjadi 

pada penderita disfungsi ereksi yaitu depresi, kecemasan dan rasa malu(16). 

Pada penelitian cross sectional prevalensi kejadian disfungsi ereksi pada 

laki-laki dengan umur 20 tahun atau diatas 20 tahun pada populasi laki-laki di 

amerika serikat sekitar 18,4%. Crude Prevalensi kejadian  disfungsi ereksi sekitar 

50%  pada laki laki dengan diabetes. Laki-laki dengan disfungsi ereksi lebih 

berpotensi untuk mengalami hipertensi dengan aktifitas fisik yang kurang menjadi 

salah satu faktor yang kuat potensi tersebut(17). 

Diagnosa yang digunakan untuk mendiagnosa adanya disfungsi ereksi 

disusun berdasarkan penyebab terjadinya disfungsi ereksi. Kunci diagnosa 

didasarkan pada keparahan, riwayat kesehatan, obat-obatan yang sedang 

dikonsumsi atau telah dikonsumsi, pemeriksaan fisik, dan pemeriksaan 

laboratorium (yaitu, darah serumglukosa, profil lipid, tingkat testosteron). 

beberapa kuisioner dapat digunakan untuk mendiagnosa adanya disfungsi 
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ereksi(16). Pada The International Index of Erectile Function (IIEF-5) 

Questionnaire, ada 5 pertanyaan untuk menilai adanya disfungsi ereksi. 

Pertanyaan tersebut meliputi perasaan percaya diri ketika mengalami dan 

mempertahankan ereksi, seberapa kuat usaha dalam mencapai ereksi ketika 

menggunakan rangsangan seksual, kemampuan dalam mempertahankan ereksi 

ketika telah terpenetrasi pada pasangan, kemampuan untuk menyelesaikan 

hubungan seksual sampai menuju ereksi, tingkat kepuasan pasien ketika 

berhubungan seksual(18). 

 

2.1.3. Obat tradisional sebagai aprodisiak  

Menurut kamu besar bahasa indonesia adalah aprodisiak zat kimia yang 

digunakan untuk merangsang daya seksual. Obat aprodisiak merupakan obat yang 

digunakan untuk mengatasi masalah seksual(19). Tanaman yang berkhasiat sebagai 

aprodisiak diantaranya Chlorophytum borivilianum pada akar, Mondia whitei 

pada akar, Tribulus terrestrispada semua bagian tanaman, Crocus sativus pada 

stigma, Myristica fragrans pada bij, Phoenix dactylifera pada serbuk sari, 

Lepidium meyenii pada akar, Kaempferia parviflora pada bagian rizoma, 

Eurycoma longifolia pada akar, Satureja khuzestanica terdapat pada minyak 

esensial, Panax ginseng pada akar, Pausinystalia yohimbe pada kulit, Fadogia 

agrestis pada batang, Montanoa tomentosa pada daun dan bunga, Terminalia 

catappaseed dan Casimiroa edulis pada biji, Turnera diffusa pada daun (20). 

Saat ini, tanaman yang yang sering digunakan sebagai obat tradisional 

jamu kuat dipasaran  diantaranya yaitu, 

a. Ginseng (panax ginseng) 

Ginseng merupakan salah satu tanaman yang memiliki khasiat sebagai 

aprodisiak. Ginseng atau dengan nama latin Panax ginseng merupakan family dari 

Araliaceae. Pemerian simplisia panax ginseng bau lemah, rasa manis,pedas, dan 

agak pahit. Ginseng mengandung beberapa komponen farmakologi diantaranya 

golongan tetracyclic triterpenoid saponins (ginsenosides), polyacetylenes, 

campuran polyphenolic, dan acidic polysaccharides(20). 
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b. Eurycoma longifolia Jack (Tongkat Ali) 

 Eurycoma longifolia Jack atau yang lebih dikenal dengan nama Tongkat 

Ali merupakan tanaman herbal yan dikenal memiliki efek sebagai aphrodisiac 

dan juga untuk mengobati malaria. Tanaman ini memiliki bentuk sebagaimana 

berikut yaitu tinggi, berupa pohon semak, merupakan family Simaroubaceae. 

Daunnya dapat tumbuh hingga panjang sampai 1 m, warna daun hijau dan 

bentuknya menyirip(21). 

 Efek aphrodisiac dari Eurycoma longifolia Jack (Tongkat Ali) diperoleh 

dari bagian akar tanaman ini yang mengandung Eurycomanone (C20), 13α,21-

dihhydroeurycomanone, 13α(21)-epoxyeurycomanone, 13β-methyl,21 

dihydroeurycomanone, 12–Acetyl–13,21-dihydoeurycomanone, 15-

Acetyl13α(21)-epoxyeurycomanone, 12,15-Diacetyl-

13α(21)epoxyeurycomanone, 1β,12α,15β-Triacetyleurycomanone. Zat tersebut 

berefek sebagai aphrodisiac dengan cara meningkatkan produksi testosteron dan 

spermatogenesis(21). 

 

2.1.4. Obat tradisional mengandung Bahan Kimia Obat (BKO) 

Syarat yang diatur oleh Bahan kimia obat adalah Badan pengawasan obat 

dan makanan pada no.HK.00.05.41.1384 tahun 2005, bahwa obat tradisional tidak 

boleh mengandung bahan kimia obat, yaitu bahan kimia hasil isolasi atau sintetik 

berkhasiat obat(3). Dari data yang di peroleh dari laporan badan pengawas obat dan 

makanan bahan kimia obat yang sering di tambahkan pada obat tradisional di 

antaranya parasetamol, fenilbutazon, natrium diklofenak, indometasin, 

deksametason, CTM, piroksikam, prednison, sibutramin, sildenafil sitrat, 

tadalafil(22).  

Pada tahun 2006 beberapa obat tradisional jamu kuat atau suplemen pria 

yang mengandung sildenafil sitrat dan tadalafil sebanyak 13 merk obat tradisional 

ditarik dan dimusnahkan karena mengandung bahan kimia obat. Pada 30 

november 2015 sekitar 4 obat tradisional produksi dalam negeri dilaporkan 

mengandung kandungan sildenafil sitrat. Pada 24 agustus 2015 badan pengawas 

obat dan makanan melaporkan 50 obat tradisonal baik dalam maupun produk 

importir dilaporkan mengandung sildenafil sitrat dan atau dengan tadalafil(5).  
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Perbuatan menambahkan Bahan kimia obat pada obat tradisional 

melanggar peraturan yang berlaku di Indonesia yang mempersyaratkan bahwa 

obat bahan alam dan jamu tidak diperbolehkan mengandung BKO. Hal ini sangat 

berbahaya, karena obat bahan alam dan jamu seringkali digunakan dalam jangka 

waktu lama dan dengan takaran dosis yang tidak dapat dipastikan Walaupun efek 

penyembuhannya segera terasa, tetapi akibat penggunaan BKO yang tidak 

terkontrol dengan dosis yang dapat dipastikan, dapat menimbulkan efek samping 

yang serius, mulai dari mual, diare, pusing, sakit kepala, gangguan penglihatan, 

nyeri dada sampai pada kerusakan organ tubuh yang parah seperti kerusakan hati, 

gagal ginjal, jantung, bahkan sampai menyebabkan kematian(2). 

 

2.1.5. Sildenafil sitrat  

Sildenafil sitrat memiliki bentuk kristal putih sampai hampir putih, tidak 

berbau, dengan formula empiris C22H30N6O4S ·C6H8O7. Nama lain dari sildenafil 

sitrat yaitu Piperazine,1-[[3-(6,7-dihydro-1-methyl-7-oxo-3-propyl-1H-

pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-5-yl)-4-ethoxyphenyl]sulfonyl]-4-methyl-, 2 hydroxy-

1,2,3-propanetri carboxylate (50:50), dengan  berat molekul 666,70 g/mol(23). 

Kelarutan sildenafil sitrat yaitu larut dalam air, larut dalam  metanol dan sangat 

sedikit larut dalam dapar fosfat pH 7,4 dan praktis tidak larut dalam  n-heksana. 

Dengan mekanisme kerja sildenafil sitrat yaitu inhibitor selektif siklik guanosin 

monofosfat (cGMP) spesifik phosphodiesterase tipe 5 (PDE-5). sildenafil akan 

meningkatkan konsentrasi cGMP melalui penghambatan pada PDE-5 dan 

menghasilkan relaksasi otot polos serta meningkatan aliran darah ke corpus 

cavernosum, sehingga meningkatkan respon ereksi selama terjadi rangsangan 

seksual yang tepat. Berikut ini adalah struktur kimia dari sildenafil sitrat : 

 

 

 

Gambar 2.4. Struktur Kimia Sildenafil sitrat(23) 
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2.5.6. Tadalafil  

Tadalafil memiliki bentuk serbuk hablur putih sampai hampir putih, 

dengan formula empiris C22H19N3O4. Nama lain dari tadalafil yaitu (6R-trans)-

6-(1,3-Benzodioxol-5-yl)-2,3,6,7,12,12a-hexahydro-2-methylpyrazino (1',2':1,6) 

pyrido (3,4-b) indole-1,4-dione, dengan berat molekul 389,41 g/mol. Tadalafil 

memiliki kelarutan praktis tidak larut dalam air (24), dengan mekanisme kerja 

inhibitor selektif siklik guanosin monofosfat (cGMP) spesifik phosphodiesterase 

tipe 5 (PDE-5). Tadalafil akan meningkatkan konsentrasi cGMP melalui 

penghambatan pada PDE-5 dan menghasilkan relaksasi otot polos serta 

meningkatan aliran darah ke corpus cavernosum, sehingga meningkatkan respon 

ereksi selama terjadi rangsangan seksual yang tepat. Berikut ini adalah struktur 

kimia tadalafil :  

 

 

 

 

 

 Gambar 2.5. Struktur Kimia Tadalafil  

2.5.7. KCKT (Kromatografi Cair Kinerja Tinggi) 

Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT) merupakan teknik pemisahan 

yang diterima secara luas untuk analisis dan pemurnian senyawa tertentu dalam 

satu sampel. KCKT merupakan metode yang tidak destruktif dan dapat digunakan 

baik untuk analisis kualitatif dan kuantitatif. Kromatografi merupakan teknik 

pemisahan berdasarkan perbedaan kecepatan elusi satu solut atau zat terlarut 

dalam melewati kolom kromatografi. Fase gerak cair dialirkan melalui kolom 

dengan bantuan pompa menuju detektor. Prinsip pemisahan KCKT yaitu 

pemisahan berdasarkan afinitasnya dengan fase diam dan fase gerak, afinitas 

tersebut ditentukan oleh kepolaran senyawa apakah sesuai dengan fase gerak atau 

fase diam. Terdapat dua jenis elusi dalam KCKT yaitu isokratik dan gradien. 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C22H19N3O4&sort=mw&sort_dir=asc
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Isokratik menggunakan komposisi solven yang konstan dipompakan selama 

analisis berlangsung, sehingga selama proses komposisi solven tidak berubah. 

Sedangkan pada jenis elusi gradien berarti selama elusi komposisi solven dan 

kekuatan elusi berubah(25,26).   

 

2.5.7.1.Instrumentasi  

Komponen– komponenutama pada KCKT diantaranya (gambar 2.6.): 

1. Tempat/wadah fase gerak 

Wadah yang digunakan harus bersih dan inert. Fase gerak sebelum digunakan 

harus dilakukan degassing untuk menghilangkan udara. Adanya pengotor atau 

partikel kecil dapat mengganggu kromatografi sehingga fase gerak harus di saring 

terlebih dahulu. 

2. Sistem penghantaran fase gerak 

Fase gerak atau eluen biasanya terdiri dari campuran pelarut yang dapat 

bercampur dan secara keseluruhan berperan dalam daya elusi dan disolusi. Sistem 

fase gerak dapat digunakan dengan isokratik, komposisi fase gerak tetap sama 

selam elusi atau gradient komposisi fase gerak berubah-ubah selama elusi. Pompa 

yang digunakan pad KCKT harus inert dengan terhadap fase erak. Tujuan 

digunakannnya popa adalah untuk menjamin proses penghantaran fase gerak 

berlangsung secara cepat reprodusibel, konstan dan bebas gangguan.  

4. Alat pemasukkan sampel (injektor) 

Sampel cair dan larutan disuntikkan secara langsung kedalam fase gerak yang 

mengalir dibawah tekanan menuju kolom. Pada saat pengisian sampel, sampel 

digelontorkan dan kelebihannya dikeluarkan ke pembuang. Pada saat 

penyuntikan, katup diputar sehingga fase gerak melewati sampel dan menuju 

kolom. 

5. Kolom 

Kolom merupakan salah penentu keberhasilan pada proses kromatografi. Hal 

tersebut terkait pemilihan kolom dan kondisi yang sesuai. Kolom terbagi menjadi 

dua diantaranya kolom preparative dan kolom analitik.  
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6. Detektor 

Secara umum pada KCKT terbagi menjadi dua yaitu universal yang mampu 

mendeteksi zat secara umum, tidak spesifik dan tidak bersifat selektfif misalnya 

detektor indeks bias dan dektektor spektrofotometri massa. Sedangkan detektor 

spesifik, hanya mendeteksi analit secara spesifik dan selektif, misalnya detektor 

UV-Vis, elektrokimia dan fluorosensi. 

7. Tempat/wadah pembuangan. 

8. Slang/pipa penghubung. 

9. Komputer, integrator dan rekorder(15,16). 

 

Gambar 2.6. Instrumentasi KCKT(25) 

KCKT atau High Performance Liquid Chromatography (HPLC). 

Pemisahan dengan KCKT didasarkan pada interaksi dan perbedaan afinitas 

sampel terhadap fase gerak dan fase diam. Metode kromatografi yang umumnya 

digunakan diantaranya : 

1. Kiral 

2. Ion exchange 

3. Ion pair/affinity 

4. Fase normal 

5. Fase terbalik 

6. Kromatografi eksklusi ukuran(26). 

2.5.8. Uji Kesesuaian Sistem 

Kesesuaian sistem didefinisikan sebagai serangkaian uji untuk menjamin 

bahwa metode tersebut dapat menghasilkan akurasi dan presisi yang dapat 
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diterima. Uji kesesuaian sistem lebih sering diterapkan pada instrumen analisis 

dan dirancang untuk mengevaluasi komponen dalam sistem analisis. Uji 

kesesuaian sistem yang dilakukan diantaranya dengan menghitung faktor 

kapasitas, resolusi, faktor tailing dan jumlah plat teoritis (N)(12,13).  

 

2.5.8.1.Faktor kapasitas 

Faktor kapasitas (k’) adalah parameter yang digunakan untuk 

menggambarkan kecepatan migrasi senyawa pada kolom. Faktor kapasitas 

umumnya digunakan sebagai parameter kesesuaian sistem dibanding waktu 

retensi, karena waktu retensi dinilai tidak terlalu sensitif terhadap perubahan 

kondisi kromatografi.  Bila satu senyawa berbeda memiliki perbedaan faktor 

kapasitas yang besar maka akan terjadi pemisahan. Nilai faktor kapasitas 

menunjukkan waktu yang dibutuhkan senyawa tertahan pada kolom. Nilai faktor 

kapasitas (k’) yang dapat diterima adalah k’ > 2. Jika faktor kapasitas <2, elusi 

terjadi lebih cepat sehingga penentuan waktu retensi yang akurat sangat sulit dan 

menunjukkan bahwa senyawa tidak tertahan oleh fase diam. Jika faktor kapasitas 

> 20 ( antara 20  - 30), elusi menjadi terlampau panjang dan menunjukkan bahwa 

analit terlalu tertahan oleh fase diam(13). 

 

2.5.8.2. Resolusi  

Resolusi (R) menyatakan seberapa baik pemisahan antara dua puncak 

yang berdekatan, dengan tujuan agar kuantitasi yang dihasilkan dapat dipercaya. 

Pemisahan yang baik memiliki nilai resolusi > 2 menunjukkan bahwa 

pemisahannya mencapai 99,7% dan menunjukkan pemisahan yang baik antar 

puncak senyawa yang berdekatan(11,13).  

 

2.5.8.3. Faktor tailing 

Faktor tailing menunjukkan pengukuran asimetris puncak. Sehingga 

semakin tinggi nilainya semakin menurun keakuratan pengukuran. 

Tailing(pengekoran) terjadi karena kesulitan dalam menentukan kapan puncak 

tersebut berakhir. Faktor tailingpengukurannya didasarkan pada perhitungan luas 
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area dibawah puncak. Nilai faktor tailing≤ 2 menunjukkan tidak adanya 

pengekoran pada kromatografi(13). 

 

2.5.8.4. Jumlah plat teoritis 

Jumlah plat teoritis (N) merupakan ukuran efisiensi kolom, yaitu 

banyaknya puncak yang ditemukan dalam tiap unit dalam kromatografi. Beberapa 

hal yang dapat mempengaruhi jumlah plat teoritis diantaranya posisi puncak, 

ukuran partikel dalam kolom, suhu kolom, viskositas fase gerak, laju alir fase 

gerak, dan berat analit molekuler. Efisiensi kolom dinyatakan baik apabila N > 

2000(13).  

 

2.5.9. Validasi Metode 

Validasi metoda analisis adalah suatu tindakan penilaian terhadap 

parameter tertentu, berdasarkan percobaan laboratorium, untuk membuktikan 

bahwa parameter tersebut memenuhi persyaratan untuk penggunaannya 

(11,13).Pemilihan metodologi didasarkan pada beberapa pertimbangan seperti sifat 

analit, konsentrasi sampel dalam membran, kecepatan dan biaya analisis serta 

jenis pengukuran kualitatif atau kuantitatif. Metode kualitatif menghasilkan 

informasi berupa identitas kimia suatu jenis senyawa dalam sampel dalam sampel. 

Sedangkan Metode kuantitatif memberikan informasi berupa angka terkait jumlah 

analit dalam sampel(27). 

 

2.5.9.1.Seleksi Parameter Analitik 

Parameter analitik yang diperlukan untuk validasi dapat bervariasi 

bergantung pada tipe prosedur analitik (tabel 2.1.). Metode yang digunakan untuk 

pemeriksaan produk farmasetika dapat diklasifikasikan diantaranya : 

1. Identifikasi : metode analitikal untuk memastikan identitas sebuah analit.  

2. Uji kemurnian : metode analitikal untuk memastikan bahwa seluruh prosedur 

untuk uji kemurnian merupakan prosedur yang akurat. Terkait dengan uji zat, 

logam berat, residu pelarut dll.  
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Tabel 2.1.Parameter validasi metode analitik(28). 

Parameter 

Performa 

Analitik 

Identifikasi  Uji kemurnian Assay (content 

and potency) Kuantitatif Batas tes 

Akurasi Tidak Ya Tidak  Ya  

Presisi 

    Repeatabilty 

    Interm. presisi  

 

Tidak 

Tidak  

 

Ya 

Ya* 

 

Tidak 

Tidak  

  

Ya 

Ya* 

Spesifitas Ya Ya Ya Ya  

Batas deteksi Tidak  Tidak** Ya Tidak  

Batas kuantitasi Tidak Ya Tidak Tidak  

Linearitas Tidak Ya Tidak Ya  

Rentang Tidak Ya Tidak  Ya  

* dalam beberapa kasus ketika reproducibility telah dilakukan, maka 

tidak perlu dilakukan 

**mungkin dibutuhkan, pada beberapa kasus bergantung pada sifat tes 

yang spesifik 

3. Assay (potensi dan konten) : Metode analitik ini untuk memberikan hasil yang 

tepat mengenai potensi adanya analit dalam sebuah sampel dengann pernyataan 

yang akurat(28) . 

 

2.5.9.2. Parameter Analisis 

2.5.9.2.1. Linearitas 

Linearitas adalah kemampuan metode analisis yang memberikan respon 

yang secara langsung atau dengan bantuan transformasi matematik yang baik, 

proporsional terhadap konsentrasi analit dalam sampel. Rentang metode adalah 

pernyataan batas terendah dan tertinggi analit yang sudah ditunjukkan dapat 

ditetapkan dengan kecermatan, keseksamaan, dan linearitas yang dapat 

diterima(27,29). 

Linearitas biasanya dinyatakan dalam istilah variansi sekitar arah garis 

regresi yang dihitung berdasarkan persamaan matematik data yang diperoleh dari 

hasil uji analit dalam sampel dengan berbagai konsentrasi analit. Untuk 

menenrtukan linearitas dalam prakteknya digunakan satu seri larutan yang 

berbeda konsentrasinya antara 50 – 150 % kadar analit dalam sampel atau 

menggunakan rentang konsentrasi antara 0 – 200%. Sebagai parameter adanya 

hubungan linier digunakan koefisien korelasi r pada analisis regresi linier :(27) 
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𝑦 = b (x)  +  a   (2.1) 

2.5.9.2.2. Spesifisitas 

Spesifisitas suatu  metode adalah kemampuannya yang hanya mengukur 

zat tertentu saja secara cermat dan seksama dengan adanya komponen lain yang 

mungkin ada dalam matriks sampel. Spesifisitas seringkali dapat dinyatakan 

sebagai derajat penyimpangan (degree of bias) metode yang dilakukan terhadap 

sampel yang mengandung bahan yang ditambahkan berupa cemaran, hasil urai, 

senyawa sejenis, senyawa asing lainnya, dan dibandingkan terhadap hasil analisis 

sampel yang tidak mengandung bahan lain yang ditambahkan(27). 

Spesifisitas metode ditentukan dengan membandingkan hasil analisis 

sampel yang mengandung cemaran, hasil urai, senyawa sejenis, senyawa asing 

lainnya atau pembawa dengan hasil analisis sampel tanpa penambahan bahan-

bahan(17). 

 

2.5.9.2.3. Akurasi (kecermatan) 

Akurasi menunjukkan kedekatan nilai hasil analisis dengan nilai 

sebenarnya atau nilai yang dapat diterima. Nilai yang didapat dapat berupa nilai 

individu, rataan nilai dari replikasi hasil pengukuran atau rataannilai  dari 

beberapa set pengukuran.  Apabila analit bebas matriks tidak tersedia (analyte - 

free matrix), dapat digunakan standar analit. Akurasi dinyatakan sebagai persen 

perolehan kembali (recovery) analit yang ditambahkan(5). Nilai kadar untuk 

akurasi yang direkomendasikan 80%, 100% dan 120%. Untuk data perolehan 

kembali dilakukan tiga replikasi tiap kadar(6). Persen perolehan kembali 

seharusnya tidak melebihi nilai presisi RSD(16,17). 

Perhitungan perolehan kembali dapat juga ditetapkan dengan rumus 

sebagai berikut: 

% 𝑃𝑒𝑟𝑜𝑙𝑒ℎ𝑎𝑛 𝑘𝑒𝑚𝑏𝑎𝑙𝑖 =  
(𝐶𝐹 − 𝐶𝐴)

𝐶∗
𝑎

𝑥 100 

      (2.2) 

CF : konsentrasi total sampel yang diperoleh dari pengukuran 

CA : konsentrasi sampel sebenarnya 

C*A : konsentrasi analit yang ditambahkan 
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2.5.9.2.4. Presisi (keseksamaan) 

Presisi adalah ukuran menunjukkan kedekatan suatu nilai dengan nilai 

lainnya pada sejumlah pengukuran dengan kondisi analisis yang sama(29). 

Keseksamaan juga merupakan ukuran yang menunjukkan derajat kesesuaian 

antara hasil uji individual yang diterapkan secara berulang pada sampel yang 

homogen. Oleh karena itu, apabila larutan sampel yang digunakan untuk uji 

presisi harus dilakukan uji homogenitas untuk memasatikan bahwa sampel 

homogen(27).Presisi diukur sebagai simpangan baku atau simpangan baku relatif. 

Presisi dapat dinyatakan sebagai keterulangan (repeatability) atau ketertiruan 

(reproducibility). Keterulangan adalah keseksamaan metode jika dilakukan 

berulang kali oleh analis yang sama pada kondisi sama dan dalam interval waktu 

yang pendek. Keterulangan dinilai melalui pelaksanaan penetapan terpisah 

lengkap terhadap sampel-sampel yang terpisah dari batch yang sama, jadi 

memberikan ukuran keseksamaan pada kondisi yang normal. Ketertiruan adalah 

keseksamaan metode jika dikerjakan pada kondisi yang berbeda(7,17). 

Tabel 2.2 Kriteria penerimaan presisi(11). 

Konsentrasi Repitabilitas (RSD) % 

100% 1 

10% 1,5 

1% 2 

0,1% 3 

0,01% 4 

10 µg/g (ppm) 6 

1 µg/g 8 

10µg/kg (ppb) 15 

Kriteria seksama diberikan jika metode memberikan simpangan baku atau 

koefisien variasi 2% atau kurang. Akan tetapi kriteria ini sangat fleksibel 

tergantung pada konsentrasi analit yang diperiksa, jumlah sampel, dan kondisi 

laboratorium(tabel 2.2.). Pada beberapa penelitian dijumpai bahwa koefisien 

variasi meningkat dengan menurunnya kadar analit yang 

dianalisis(17).Keseksamaan dapat dihitung dengan rumus : 

 

 

1.Standar deviasi  
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SD merupakan akar jumlah kuadrat deviasi masing-masing hasil penetapan 

terhadap mean dibagi dengan derajat kebebasannya (degrees of freedom)(29). 

𝑆𝐷 =  √
Σ(𝑃−𝑃𝑟)2

𝑛−1
   (2.3)  

P : nilai dari masing – masing pengukuran 

Pr : rataan dari pengukuran 

n : frekuensi penetapan 

n – 1 : derajat kebebasan 

2. Standar deviasi relatif 

𝐶𝑉 =  
𝑆𝐷

𝑃𝑟
 𝑥 100 % 

       (2.4) 

2.5.9.2.5. Limit of Detection dan Limit of Quantitation 

Batas deteksi adalah jumlah terkecil analit dalam sampel yang dapat 

dideteksi yang masih memberikan respon signifikan dibandingkan dengan 

blangko. Batas deteksi merupakan parameter uji batas. Batas kuantitasi 

merupakan parameter pada analisis renik dan diartikan sebagai kuantitas terkecil 

analit dalam sampel yang masih dapat memenuhi kriteria cermat dan 

seksama.Batas deteksi dan kuantitasi dapat dihitung secara melalui garis regresi 

linier dari kurva kalibrasi. Nilai pengukuran akan sama dengan nilai b pada 

persamaan garis linier y = a + bx, sedangkan simpangan baku blanko sama dengan 

simpangan baku residual (Sy/x)(9,29). 

Batas deteksi : 

𝐿𝑂𝐷 =  
3.3 𝑥 

𝑠𝑦
𝑥⁄

𝑏
 

       (2.5) 

Batas kuantitasi : 

𝐿𝑂𝑄 =  
10 𝑥 

𝑠𝑦
𝑥⁄

𝑏
 

       (2.6) 

   Sy/x  : simpangan baku respon analitik blanko 

   b : slope 
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2.5.9.2.6. Kekuatan ( Robustness) 

Kekuatan  merupakan kapasitas metode untuk tetap tidak terpengaruh oleh 

adanya variasi parameter metode yang kecil. Kekuatan dievaluasi dengan 

melakukan variasi parameter-parameter metode seperti: persentase pelarut 

oraganik, pH, kekuatan ionik, suhu, dan sebagainya. Suatu praktek yang baik 

untuk mengevaluasi kekuatan suatu metode adalah menvariasi parameter-

parameter penting dalam suatu metode secara sistematis lalu mengukur 

pengaruhnya  pada pemisahan.  

  

2.5.10. Ketidakpastian (Uncertainty) 

Ketidakpastian (Uncertainty) merupakan suatu parameter yang 

menetapkan rentang nilai dimana di dalam rentang tersebut diperkirakan ada nilai 

benar yang diukur. Ketidakapastian pengukuran dilakukan apabilahasil pengujian 

memberkan nilai angka (numerik). Ketidakpastian merupakan persyaratan yang 

diharuskan dalam sistem akreditasi berdasarkan ISO/IEC 17025-2005. Sumber-

sumber ketidakpastian antara lain adalah sampling, preparasi cuplikan, kalibrasi 

peralatan, kesalahan random, kesalahan sistematik, dan kapabilitas personil(10). 

Ketidakpastian pengukuran terdiri dari beberapa komponen yang dapat 

diklasifikasikan menurut metode yang digunakan. Adapun komponen 

ketidakpastian terdiri dari tipe A (dari data primer) yang berdasarkan pekerjaan 

eksperimental dan dihitung dari rangkaian pengamatan berulang, dan tipe B (dari 

data sekunder) yang berdasarkan informasi yang dapat dipercaya, seperti sertifikat 

(9). Ketidakpastian yang berasal dari pengaruh sistematik yang dalam suatu kasus 

dievaluasi dengan evaluasi tipe A, dalam kasus yang lain dengan evaluasi tipe B 

demikian juga komponen ketidakpastian yang berasal dari pengaruh acak(10).  

 

2.6. Landasan teori 

Penggunaan obat tradisional dengan bahan kimia obat sildenafil sitrat dan 

tadalafil tanpa memperhatikan dosis, mutu dan keamanan sangat berbahaya bagi 

kesehatan tubuh manusia karena efek samping yang ditimbulkan oleh bahan kimia 

obat tersebut. Oleh karena itu, dilakukan pengujian bahan kimia obat dalam obat 

tradisional yang beredar di pasaran perlu dilakukan secara rutin. Selain dapat 
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memberikan informasi kadar sildenafil sitrat dan tadalafil hal ini juga sebagai 

bentuk pengawasan terhadap produk pada obat tradisional.  

Pada penelitian terdahulu menggunakan metode KLT densitometri, namun 

untuk hasil akurasi tidak terlalu baik. Pada penelitian ini, menggunakan metode 

kromatografi cair kinerja tipis (KCKT) karena memiliki beberapa keunggulan 

yaitu spesifitas yang tinggi, mampu memisahkan dua kandungan dalam satu 

sampel, dan penggunaannya relatif cepat. Pengembangan pada penelitian ini yaitu 

metode yang menjadi acuan menggunakan campuran fase gerak dengan 

komposisi pelarut organik lebih banyak yaitu dengan perbandingan 60:40. 

Penggunaan pelarut organik tidak begitu menguntungkan berkaitan dengan 

masalah biaya, sehingga penelitian ini melakukan modifikasi dengan merubah 

komposisi fase gerak pada pelarut organik yang lebih sedikit, dengan 

perbandingan fase gerak 50:50. Setiap metode baru dikembangkan harus 

dilakukan upaya pembuktian kehandalannya sehingga perlu dilakukan proses 

validasi. Parameter validasi menurut ICH (International Conference On 

Harmonization) meliputi uji kesesuaian sistem, spesifisitas, linearitas, presisi, 

akurasi, LOD dan LOQ, robustness. Selain itu, perlu ditambahkan beberapa 

parameter lain seperti uji kesesuaian sistem dan pengukuran ketidakpastian 

(uncertainty) yang  merupakan suatu parameter yang menetapkan rentang nilai 

yang didalamnya diperkirakan nilai benar yang diukur berada. 

 

2.3.Hipotesis 

 

1. Metode yang digunakan telah memenuhi kriteria parameter Association of 

Official Analytical Chemist (AOAC) Guideline for Single Laboratory 

Validation of Chemical Method for Dietary Supplements and Botanicals dan 

ICH (International Conference On Harmonization) 

2. Metode analisis yang digunakan dapat menganalisis kandungan sildenafil sitrat 

dan tadalafil secara simultan pada jamu kuat. 
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BAB III 

METODE PENELITIAN 

3.1. Bahan dan Alat 

3.1.1.  Bahan 

Sampel jamu kuat pria (tidak terdaftar di BPOM, tetapi mencantumkan 

nomor pendaftaran fiktif pada label); standar sildenafil sitrat (BPL BPOM) dan 

tadalafil (BPFI), acetonitril grade HPLC, kalium dihidrogen fosfat 

(KH2PO4)(Merck), asam ortofosfat 5 %, aqua pro injection (Ikapharmindo). 

3.1.2.  Alat 

Seperangkat alat KCKT (Waters e2695), detektor UV/Vis, kolom C18 

(xterra), mikrofilter, mikropipet, timbangan analitik (Metler Toledo AL 204), 

ultrasonic bath (Branson), sentrifugator (Hanil), pompa vakum, solvent filtration 

membran 0,45µm, pH meter, seperangkat peralatan gelas (pyrex) (gelas beker 20 

mL; 100mL; 250 mL, kaca arloji,  labu ukur 10 mL; 25 mL; 100 mL;  250 mL, 

pipet ukur 1 mL; 2 mL; 5 mL, pipet volume 5mL), vial, syringe filter. 

 

3.2.Cara Penelitian 

3.2.1.  Pembuatan Fase gerak  

3.2.1.1.  Pembuatan fase gerak metanol : kalium dihidrogen fosfat = 0,010 

mol/L, pH 3 

Dibuat dapar fosfat dengan dilarutkan 0,34025 gram kalium dihidrogen 

fosfat (KH2PO4) dengan 10 mL akuabides dalam gelas beaker, dimasukkan dalam 

labu ukur 250 mL ditambahkan hingga tanda batas. Disesuaikan pH 3 dengan 

penambahan asam ortofosfat 5 %. Kemudian campurkan metanol dengan kalium 

dihidrogen fosfat perbandingan 57:43 v/v campur hingga homogen(30). 

3.2.1.2. Pembuatan fase gerak kalium dihidrogen fosfat 0.010M  pH 3 dalam 

Asetonitril : air (50:50) 

Dibuat dapar fosfat dengan dilarutkan 0,34025 gram kalium dihidrogen 

fosfat (KH2PO4) dengan Asetonitril : air (50:50) dalam gelas beaker, dimasukkan 

dalam labu ukur 250 mL ditambahkan hingga tanda batas. Disesuaikan pH 3 

dengan penambahan asam ortofosfat 5 %(4). 
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3.2.1.3. Pembuatan fase gerak Asetonitril : buffer fosfat 0,020 M pH 3 

(50:50) 

Dibuat dapar fosfat dengan dilarutkan 0,68050  gram kalium dihidrogen 

fosfat (KH2PO4) dengan 10 mL akuabides dalam gelas beaker, dimasukkan dalam 

labu ukur 250 mL ditambahkan hingga tanda batas. Disesuaikan pH 3 dengan 

penambahan asam ortofosfat 5 %. Kemudian ditambahkan asetonitril 50 mL 

dengan kalium dihidrogen fosfat 50 mL sesuai dengan perbandingan 50:50 

campur hingga homogen, dilakukan degassing selama 10 menit kemudian disaring 

menggunakan mikrofilter(31). 

 

3.2.2. Penyiapan Larutan Baku (sildenafil sitrat dan tadalafil 500 ppm) 

Ditimbang seksama standar sildenafil sitrat 50 mg dan tadalafil 50 mg, 

dilarutkan dalam asetonitril : air (50:50 v/v) dalam dalam labu ukur 100 mL 

sampai tanda batas, kemudian disonifikasi selamat 10 menit. 

 

3.2.3. Pembuatan Seri Kadar 

Dibuat seri kadar larutan silldenafil sitarat dan tadalafil dengan konsentrasi  

10 ppm, 25 ppm, 50 ppm, 75 ppm, 125 ppm, 150 ppm, 175 ppm dengan labu ukur 

10 mL. Masing masing konsentrasi tersebut diperoleh dengan memipet 0,2 mL, 

0,5 mL, 1 mL, 1,5 mL, 2,5 mL, 3 mL dari larutan stock 500 ppm. Ditambahkan 

asetonitril : air (50:50 v/v) dalam labu ukur ukuran 10 mL sampai tanda batas. 

Disaring dengan menggunakan membran filter 0,45µm dan dinjeksi sebanyak 20 

µL pada KCKT. Masing – masing nilai AUC yang diperoleh untuk sildenafil sitrat 

dan tadalafil digunakan untuk membuat persamaan garis y = bx + a. (4) 

3.2.4. Kondisi KCKT 

Kolom   : C18 (30) 

Detektor UV   : dibaca pada panjang gelombang 220 nm(4) 

Volume injeksi  : 20 µL (4,32) 

Kecepatan alir  : 1mL/min (13)     

fase gerak   : Asetonitril : Buffer fosfat 0,020 M pH 3 (50:50) 

Jenis Elusi   : Reverse phase(26) 
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3.2.5. Uji Kesesuaian Sistem 

Uji kesesuaian sistem dilakukan dengan menghitung nilai resolusi (Rs), 

faktor tailing (T),  jumlah plat (N) dan faktor kapasitas (K). Kemudian nilai yang 

diperoleh dibandingkan dengan kriteria Food And Drug Administration 

(FDA)yaitu Rs >2, T ≤ 2 , N > 2000 dan k’ > 2(11,13). 

3.2.5.1. Faktor kapasitas  

Faktor kapasitas dihitung dari kromatogram  hasil uji sampel yang  

ditambahkan standar (sampel spike) dengan rumus sebagai berikut : 

𝑘 ′ =  
(𝑇𝑅+𝑇𝑜)

𝑇𝑜
  𝑇𝑜 =

𝑉𝑚

𝐹
 𝑉𝑚 = 0,5 𝑥 𝐿 𝑥 𝑑𝑐2        (3.1) 

Keterangan :  

K’  : Faktor kapasitas 

TR : waktu retensi komponen yang dicari 

To : void  time 

Vm  : void volume 

L : panjang kolom (cm) 

dc : diameter kolom (cm) 

 

3.2.5.2.  Resolusi  

Resolusi  dihitung dari kromatogram  hasil uji sampel yang  ditambahkan 

standar (sampel spike) dengan rumus sebagai berikut : 

𝑅𝑠 =  
2(𝑡𝑅2 − 𝑡𝑅1)

𝑊1 + 𝑊2
 

(3.2) 

Keterangan : 

tR1 : waktu retensi peak analit yang pertama 

tR2 : waktu retensi peak analit yang terakhir 

W  : lebar peak 
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3.2.5.3.  Faktor Tailing 

Faktor tailing dihitung dari kromatogram  hasil uji sampel yang  

ditambahkan standar (sampel spike) dengan rumus sebagai berikut : 

 

 

 

 

 

Gambar 3.2. Rumus Faktor tailing 

3.2.5.4.  Jumlah plat teoritis  

Jumlah plat teoritis dihitung dari kromatogram  hasil uji sampel yang  

ditambahkan standar (sampel spike) dengan rumus sebagai berikut : 

𝑁 = 16 (
𝑇𝑅

𝑇𝑤
)

2

 

(3.3) 

Keterangan : 

tR       : waktu retensi solut 

Tw     : lebar dasar puncak 

 

3.2.6.  Spesifisitas 

Uji spesifisitas dilakukan dengan menganalisis larutan standar sildenafil 

sitrat dan tadalafil masing-masing 75 ppm, larutan sampel  jamu kuat pria, larutan 

sampel spike dan pelarut. Kemudian dilakukan perbandingan kromatogram hasil 

pengujian 4 larutan tersebut.  
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3.2.6.1. Pembuatan larutan standar 75 ppm 

Pengujian larutan standar sildenafil sitrat dan tadalafil 75 ppm, dilakukan 

dengan dipipet 1,5 mL dari larutan baku sildenafil sitrat dan tadalafil 500 ppm, 

kemudian dimasukkan dalam labu 10 mL, dilarutkan dengan asetonitril : air 

(50:50v/v) hingga tanda batas. Disaring dengan menggunakan membran filter 

0,45µm dan dinjeksi sebanyak 20 µL pada KCKT. 

 

3.2.6.2. Pembuatan larutan sampel ditambahkan standar (sampel spike) 

Larutan sampel spike merupakan larutan sampel yang ditambahkan dengan 

standar. Pengujian larutan sampel spike dilakukan dengan ditimbang 20 mg 

sampel jamu kuat, ditambahkan standar sildenafil sitrat dan tadalafil 500 ppm 

sebanyak 6,25 mL. Dimasukkan ke dalam labu ukur 25 mL dilarutkan dengan 

asetonitril : air (50:50v/v) hingga tanda batas. Disonifikasi 50 menit kemudian  

disentrifugasi selama 20 menit (4000 rpm), diambil supernatan sebanyak 4 mL 

lalu dilarutkan dalam labu ukur 10 mL dengan pelarut asetonitril : air (50:50v/v) 

hingga homogen kemudian disaring dengan membran filter 0,45 µm dan 

diinjeksikan sebanyak 20 µL pada KCKT.  

 

3.2.6.3. Larutan sampel 

Di timbang sampel jamu 20 mg jamu, dilarutkan dengan asetonitril : air 

(50:50v/v) dalam labu ukur 25 mL, Disonifikasi 50 menit kemudian disentrifugasi 

selama 20 menit (4000 rpm), diambil supernatan sebanyak 4 mL lalu dilarutkan 

dalam labu ukur 10 mL dengan pelarut asetonitril : air (50:50v/v) hingga homogen 

kemudian disaring dengan membran filter 0,45 µm dan diinjeksikan sebanyak 20 

µL pada KCKT.  

 

3.2.7. Linearitas 

Uji linearitas dilakukan dengan melihat melihat nilai r yang diperoleh dari 

persamaan kurva kalibrasi 𝑦 = 𝑏𝑥 + 𝑎. Nilai koefisien korelasi yang baik adalah r 

= 0,99(11). 
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3.2.8. Akurasi 

Uji akurasi dilakukan dengan metode standar adisi yaitu dengan cara 

menambahkan sejumlah larutan standar sildenafil sitrat dan tadalafil yang telah 

diketahui kadarnya ke dalam sampel jamu kuat. Jumlah standar yang ditambahkan 

disesuaikan dengan level konsentrasi pada pengujian. Pengujian dilakukan dengan 

3 level konsentrasi yaitu 80%, 100% dan 120% dengan 3 replikasi(32). 

 

3.2.8.1. Akurasi 80 %  

Ditimbang 20 mg sampel jamu kuat, ditambahkan standar sildenafil sitrat 

dan tadalafil 500 ppm sebanyak 5 mL. Dimasukkan ke dalam labu ukur 25 mL 

dilarutkan dengan asetonitril : air (50:50v/v) hingga tanda batas. Disonifikasi 50 

menit kemudian  disentrifugasi selama 20 menit (4000 rpm), diambil supernatan 

sebanyak 4 mL lalu dilarutkan dalam labu ukur 10 mL dengan pelarut asetonitril : 

air (50:50v/v) hingga homogen (kadar larutan spike setara dengan 40 ppm) 

kemudian disaring dengan membran filter 0,45 µm dan diinjeksikan sebanyak 20 

µL pada KCKT. 

 

3.2.8.2. Akurasi 100 % 

Ditimbang 20 mg sampel jamu kuat, ditambahkan standar sildenafil sitrat 

dan tadalafil 500 ppm sebanyak 6,25 mL. Dimasukkan ke dalam labu ukur 25 mL 

dilarutkan dengan asetonitril : air (50:50v/v) hingga tanda batas. Disonifikasi 50 

menit kemudian  disentrifugasi selama 20 menit (4000 rpm), diambil supernatan 

sebanyak 4 mL lalu dilarutkan dalam labu ukur 10 mL dengan pelarut asetonitril : 

air (50:50v/v) hingga homogen (kadar larutan spike setara dengan 50 ppm) 

kemudian disaring dengan membran filter 0,45 µm dan diinjeksikan sebanyak 20 

µL pada KCKT. 

  

3.2.8.3. Akurasi 120 % 

Ditimbang 20 mg sampel jamu kuat, ditambahkan standar sildenafil sitrat 

dan tadalafil 500 ppm sebanyak 7,5 mL. Dimasukkan ke dalam labu ukur 25 mL 

dilarutkan dengan asetonitril : air (50:50v/v) hingga tanda batas. Disonifikasi 50 

menit kemudian  disentrifugasi selama 20 menit (4000 rpm), diambil supernatan 
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sebanyak 4 mL lalu dilarutkan dalam labu ukur 10 mL dengan pelarut asetonitril : 

air (50:50v/v) hingga homogen (kadar larutan spike setara dengan 60 ppm) 

kemudian disaring dengan membran filter 0,45 µm dan diinjeksikan sebanyak 20 

µL pada KCKT.  

 

3.2.9. Presisi 

Uji presisi dilakukan dengan metode repitabilitas (keterulangan) dan 

intermediate presisi. Presisi ditentukan dengan dibuat larutan dengan konsentrasi 

sildenafil sitrat dan tadalafil 75 ppm. Dipipet sebanyak 1,5 mL dari larutan stok 

500 ppm kemudian dimasukkan dalam labu 10 mL, uji dilakukan 6 kali replikasi 

untuk repitabilitas (keterulangan) sedangkan untuk intermediate presisi dilakukan 

di hari yang berbeda. Diultrasonifikasi 10 menit kemudian disaring dengan 

membran filter 0,45 µm dan diinjeksikan sebanyak 20 µL pada KCKT. Kemudian 

dilakukan analisis dan dihitung, nilai SD, RSD dan RSD Horwitz(11). 

 

3.2.10. Robustness 

Uji Robustness menggunakan larutan sampel jamu kuat dan standar 

sildenafil sitrat dan tadalafil 75 ppm. Di timbang sampel jamu 20 mg jamu, 

dilarutkan dengan asetonitril : air (50:50v/v) dalam labu ukur 25 mL, Disonifikasi 

50 menit kemudian  disentrifugasi selama 20 menit (4000 rpm), diambil 

supernatan sebanyak 4 mL lalu dilarutkan dalam labu ukur 10 mL dengan pelarut 

asetonitril : air (50:50v/v) hingga tanda batas lalu homogenkan. Kemudian 

disaring dengan membran filter 0,45 µm dan diinjeksikan sebanyak 20 µL pada 

KCKT. Pada pembuatan larutan standar 75 ppm dipipet 1,5 mL dari larutan baku 

500 ppm, dimasukkan pada labu ukur 10 mL.  

 

3.2.11. Limit of Detection dan Limit of Quantification 

Penentuan batas deteksi dan batas kuantifikasi dilakukan dengan metode 

perhitungan asal kurva kalibrasi (10,11).  

3.2.11.1. Metode berdasarkan respon standar deviasi dan slope 

Perhitungan batas deteksi dan batas kuantifikasi dihitung dengan 

menggunakan rumus: 
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Batas deteksi : 

𝐿𝑂𝐷 =  
3.3 𝑥 

𝑠𝑦
𝑥⁄

𝑏
 

       (3.4) 

Batas kuantitasi : 

𝐿𝑂𝑄 =  
10 𝑥 

𝑠𝑦
𝑥⁄

𝑏
 

       (3.5) 

   Sy/x  : simpangan baku respon analitik blanko 

   b : slope 

 

3.2.12. Estimasi Ketidakpastian 

Perhitungan nilai ketidakpastian pengukuran ditentukan dengan 

memperkirakan parameter sumber – sumber kesalahan yang diperoleh dari skema 

kerja analisis sildenafil sitrat (gambar 3.1.), yang kemudian digambar dalam 

diagram tulang ikan.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3.2. Skema kerja analisis sildenafil sitrat 

Diagram tulang ikan akan memberikan informasi faktor – faktor yang mungkin 

dapat mempengaruhi pengukuran kadar. Kemudian dilakukan estimasi 

Ditimbang 20 mg sampel jamu kuat, dimasukkan dalam labu 25 ml 

Sampel 

Ditambahkan pelarut asetonitril : air(50:50 v/v) sampai tanda batas  

Disonikasi selamat 50 menit di suhu ruangan  

Disentrifugasi selama 20 menit (4000 rpm) diambil supernatan 

Disaring dengan membran filter 0,45 µm dan diinjekkan pada KCKT 

Dilakukan penetapan kadar sildenafil sitrat  6 kali replikasi 
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ketidakpastian baku dari masing – masing sumber ketidakpastian, hasil 

ketidakpastian baku digunakan untuk estimasi ketidakpastian gabungan (µg/C) 

dan ketidakpastiandiperluas (U)(9).   

Berikut ini merupakan rumus analisis kadar sildenafil sitrat : 

(
𝑚𝑔

𝑙
) =

𝑘𝑜𝑛𝑠𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑠𝑖 (
𝑚𝑔

𝑙
) 𝑥 𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙

𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 𝑦𝑎𝑛𝑔 𝑑𝑖𝑡𝑎𝑚𝑏𝑎ℎ𝑘𝑎𝑛 (𝑙)
 

  (3.6) 

 

3.2.12.1. Ketidakpastian volume dari labu ukur volume 25 mL 

Ketidakpastian volume diperoleh dari informasi dari sertifikat labu ukur 

volume 25 mL. Kemudian dihitung dengan mengggunakan rumus :  

a. Kalibrasi  

µ𝑘𝑎𝑙 =  
𝑠

𝑘
 

(3.7) 

Keterangan :  

µkal = ketidakpastian kalibrasi 

S   = data sertifikat kalibrasi alat 

k   = faktor cakupan 

b. Suhu 

𝜇𝐸𝑇 =
𝑣 (𝑚𝑙)𝑥 ∆𝑇 (±℃)𝑥𝛼

𝑘
 

(3.8) 

Keterangan :  

  µET = ketidakpastian efek temperatur 

V = volume alat  

∆𝑇 = variasi suhu di laboratorium (±2℃) 

α = koefisien ekspansi volume air 2,1𝑥10−4𝐶1 

k  = faktor cakupan 

c. Ketidakpastian gabungan volume 

𝜇𝑣𝑜𝑙 = √(𝜇𝑘𝑎𝑙)2 𝑥 (𝜇𝐸𝑇)2 

(3.9) 
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  Keterangan : 

µkal = ketidakpastian kalibrasi 

µET = ketidakpastian efek temperatur 

 

3.2.12.2. Ketidakpastian Repitabilitas 

Ketidakpastian repetabilitas atau pengulangan diperoleh dengan menggunakan 

rumus: 

µ𝑟𝑒𝑝 =  
𝑅𝑆𝐷

√𝑛
 

(3.10) 

Keterangan : S = simpangan baku (RSD) (SD/X) 

   n = jumlah pengulangan  

 

3.2.12.3. Ketidakpastian dari kurva baku 

Ketidakpastian kurva baku diperoleh dengan menggunakan rumus: 

µ𝑘𝑘 (𝑥) =  
𝑆𝑦/𝑥

𝑏
 𝑥 √

1

𝑝 
+  

1

𝑛
+

(𝑦 − 𝑦 𝑟𝑎𝑡𝑎𝑎𝑛)2

𝑆𝑥𝑥
 

(3.11) 

Keterangan :  

µkk   : ketidakpastian kurva kalibrasi 

Sy/x   : residual standar deviation 

b   : slope (b = 54.408,0541) 

p  : jumlah analisis sampel 

n   : jumlah pengukuran seri kadar 

Sxx  : jumlah (𝑥 − 𝑥 𝑟𝑎𝑡𝑎𝑎𝑛)2 

Y sampel : rataan area sildenafil sitrat  pada sampel 

Y rataan (Yr) : rata – rata area standar 

 

3.2.12.4. Ketidakpastian massa  

Ketidakpastian massa diperoleh dari informasi dari sertifikat timbangan 

analitik. Kemudian dihitung dengan mengggunakan rumus:  
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µ𝑁𝑎 (𝑥) =  
𝑆

𝑘
 

(3.12) 

μNa  = ketidakpastian Neraca analitik  

S  = nilai ketidakpastian  

k  = faktor cakupan  

3.2.12.5.  Ketidakpastian kemurnian  

Ketidakpastian kemurnian diperoleh dari informasi dari sertifikat analisis. 

Kemudian dihitung dengan mengggunakan rumus:  

µ𝐾𝑚 (𝑥) =  
𝑆

𝑘
 

(3.13) 

μNa  = ketidakpastian kemurnian  

S  = nilai ketidakpastian  

k  = faktor cakupan  

 

3.2.12.6. Ketidakpastian gabungan 

Ketidakpastian gabungan diperoleh dengan menggunakan rumus: 

 

µ𝑔 = 𝐶 √(
µ 𝐿𝑇

𝑣
)

2

+ (
µ 𝑃𝑉

𝑣
)

2

+  (
µ 𝑟𝑒𝑝

𝑥
)

2

+ (
µ 𝑘𝑘𝑘

𝐶
)

2

 

(3.14) 

Keterangan : 

µg  = ketidakpastian gabungan 

µLT  = ketidakpastian labu ukur 25 mL 

µPV  = ketidakpastian pipet volume 5 mL 

µrep  = ketidakpastian repitabilitas 

µkk  = ketidakpastian kurva kalibrasi 

C  = kadar mg/kg 

V  = volume (25 mL/5 mL) 

X  = tetapan (1) 

 

3.2.12.7. Ketidakpastian diperluas 

Ketidakpastian diperluas diperoleh dengan menggunakan rumus: 
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𝑈 =  µ𝑔 𝑥 𝑘  

(3.15) 

Keterangan : 

µg  = ketidakpastian gabungan 

k  = faktor cakupan (2) 

 

3.2.13. Preparasi  sampel dan penetapan kadar 

Di timbang sampel jamu  20 mg jamu, dilarutkan dengan asetonitril : air 

(50:50v/v) dalam labu ukur 25 mL, Disonifikasi 50 menit kemudian  

disentrifugasi selama 20 menit (4000 rpm), diambil supernatan sebanyak 4 mL 

lalu dilarutkan dalam labu ukur 10 mL dengan pelarut asetonitril : air (50:50v/v) 

hingga tanda batas lalu homogenkan. Kemudian disaring dengan membran filter 

0,45 µm dan diinjeksikan sebanyak 20 µL pada KCKT. Dilakukan penetapan 

kadar sebanyak 6 kali replikasi.  

 

3.3. Analisis Hasil 

Analisa hasil dilakukan dengan membandingkan parameter validitas yang 

diperoleh dengan persyaratan dari kriteria parameter Association of Official 

Analytical Chemist (AOAC) Guideline for Single Laboratory Validation of 

Chemical Method for Dietary Supplements and Botanicals dan ICH (International 

Conference On Harmonization). Kriteria keberterimaan parameter validasi 

diantaranya uji kesesuaian sistem yang terdiri dari  nilai faktor kapasitas (k’)> 2, 

resolusi (Rs)> 2, faktor tailing (T)≤ 2, dan jumlah plat teoritis (N)  > 2000(13). Uji 

spesifisitas, dinyatakan dengan nilai Rs > 2 dan membandingkan kromatogram 

hasil larutan standar, sampel, larutan sampel yang ditambahkan dengan standar 

serta pelarut akuabides. Uji akurasi akurasi dinyatakan dengan persen perolehan 

kembali(recovery) 80 – 110%, presisi dinyatakan dengan standar deviasi 

relatif(%RSD) < 2% dan RSD hrowitz (RSD < RSD  horwitz), uji Robustness 

dinyatakan dengan standar deviasi relatif (%RSD) pada analisis kadar larutan 
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standar dan sampel pada setiap variasi pH, serta estimasi ketidakpastian 

dinyatakan dengan ketidakpastian diperluas (x ± U)(9,11,13). 
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BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

3.4.  Hasil optimasi 

3.4.1. Hasil Optimasi Fase Gerak 

Fase gerak merupakan bagian penting dalam sistem KCKT dimana fase 

gerak sering dilakukan  variasi dalam sistem KCKT. Pemilihan fase gerak 

termasuk salah satu hal yang penting dilakukan untuk mendapatkan profil 

pemisahan yang bagus dan sesuai ketentuan. Analit yang berinteraksi kuat dengan 

fase gerak, akan terelusi lebih cepat sedangkan analit yang berintraksi kuat dengan 

fase diam akan terelusi lebih lambat atau bahkan tidak terelusi. Hal ini akan 

berpengaruh pada nilai retention time suatu analit. Pada penelitian ini dilakukan 

dengan mencoba dan menvariasikan beberapa jenis fase gerak yang pernah 

digunakan dalam penelitian sebelumnya. Adapun fase gerak yang digunakan 

dapat dilihat pada tabel 4.1 sebagai berikut : 

Tabel 4.1 Variasi  fase gerak yang digunakan dalam optimasi  

 
Variasi fase gerak Perbandingan 

Fase gerak 1 Metanol : kalium dihidrogen fosfat 0,010 mol/L pH 3 57:43 

Fase gerak 2 Kalium dihidrogen fosfat 0.010 M  pH 3 dalam Asetonitril : air  50:50 

Fase gerak 3 Asetonitril : buffer fosfat 0,020 M pH 3 50:50 

 

Semua fase gerak telah dilakukan optimasi, dapat dilihat dari gambar 4.1 

dan 4.2. Pada gambar 4.1 menunjukkan hasil optimasi fase gerak 1 yaitu  Metanol 

: Kalium dihidrogen fosfat 0,010 mol/L pH 3, diperoleh hasil cukup bagus untuk 

membawa analit sildenafil sitrat dilihat dari nilai luas area yang cukup tinggi. 

Selain itu pemisahan antara sildenafil sitrat dan tadalafil cukup baik. Namun 

untuk peak tadalafil tidak menunjukkan hasil yang baik karena peak yang 

dihasilkan begitu kecil. Pada gase gerak ini tadalafil menghasilkan dua peak 

dengan retention time yang berbeda sehingga dapat dikatakan bahwa fase gerak 

ini tidak dapat membawa tadalafil dengan baik. Selain hal tersebut waktu retensi 

untuk sildenafil dan tadalafil lebih lama dibandingkan dengan menggunakan fase  
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Gambar 4.1 Hasil optimasi fase gerak Metanol : kalium dihidrogen fosfat 0,010 mol/L pH 3 

Keterangan : tadalafil memiliki Retention time 2,637 dan 11,267 sedangkan sildenafil sitrat 

memiliki Retention time 4,409 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.2 Hasil optimasi fase gerak Asetonitril : kalium dihidrogen fosfat 0,020 mol/L pH 3 

Keterangan : sildenafil sitrat memiliki Retention time 1,674 sedangkan tadalafil memiliki 

Retention time 3.916 

 

gerak ke 3. Untuk fase gerak ke 2 yaitu Kalium dihidrogen fosfat 0.010 M  pH 3 

dalam Asetonitril : air (50:50), pada fase gerak ini terjadi permasalahan pada 

kelarutan KH2PO4. Kelarutan KH2PO4 yaitu larut dalam air, namun pada saat 

optimasi KH2PO4 dilarutkan menggunakan pelarut asetonitril : air (50:50). Hal ini 

mengakibatkan berkurangnya kelarutan KH2PO4 sehingga fase gerak ini tidak 

digunakan dan tidak dilakukan percobaan pada HPLC.  Untuk fase gerak 3 yaitu 

Asetonitril : kalium dihidrogen fosfat 0,020 mol/L pH 3, dapat dilihat pada 

gambar 4.2  peak sildenafil sitrat dan tadalafil yang dihasilkan cukup baik. Hal ini 

dapat dilihat dari tingginya peak yang dihasilkan, selain itu pemisahan antara 

sildenafil sitrat dan tadalafil sudah cukup baik. Sehingga pada penelitian ini, 
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digunakan fase gerak ke 3 yaitu Asetonitril : kalium dihidrogen fosfat 0,020 

mol/L pH 3 (50:50). 

 

3.4.2. Hasil Optimasi Panjang Gelombang   

Optimasi penentuan panjang gelombang maksimal dilakukan untuk 

mendapatkan hasil pengukuran luas area yang maksimal. Selain itu, Penelitian 

dilakukan secara simultan sehingga diperlukan suatu panjang gelombang yang 

dapat membaca luas area sildenafil sitrat dan tadalafil secara langsung (dalam satu 

kali pembacaan).  

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.3  Hasil optimasi  panjang gelombang 290 nm 

 

 

Gambar 4.4  Hasil optimasi  panjang gelombang 220 nm 

 

Optimasi penentuan panjang gelombang dilakukan dengan menggunakan 

spektrofotometri UV/VIS pada rentang panjang gelombang 200-400nm , sehingga 

didapatkan lamda maksimal yaitu 220 dan 290 nm.  Hasil lamda maksimal untuk 

sildenafil sitrat dan tadalafil tersebut merupakan hasil scanning yang terbaca baik 

pada sildenafil sitrat maupun pada tadalafil. Pada panjang gelombang 290 nm 

(gambar 4.3)  kromatogram yang muncul lebih kecil dibandingkan dengan 
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pembacaan dengan panjang gelombang dengan menggunakan panjang gelombang 

220 nm (gambar 4.4). Hal ini dilihat dari hasil area kromatogram yang dihasilkan 

dari pembacaan dengan menggunakan masing-masing  lamda tersebut.  Sehingga  

pada penelitian ini diputuskan untuk menggunakan λ max 220 nm. 

 

3.5. Hasil Uji Kesesuaian Sistem 

Uji kesesuaian sistem merupakan parameter untuk memastikan kondisi 

kolom, instrumen serta solven yang digunakan sesuai untuk penggunaanya. 

Parameter uji kesesuaian sistem mendukung mendapatkan hasil data yang akurat. 

Uji kesesuaian sistem dilakukan terhadap larutan sampel yang di spike (gambar 

4.1.). Uji kesesuaian sistem yang dilakukan diantaranya faktor kapasitas, resolusi, 

faktor tailing dan jumlah plat teoritis (tabel 4.2.)(11–13).  

 

3.5.1. Faktor kapasitas 

  Faktor kapasitas merupakan ukuran suatu puncak tertentu yang 

berhubungan dengan void volume, yaitu elusi dari  komponen non-retained. Nilai 

tersebut menunjukkan waktu yang dibutuhkan suatu senyawa untuk tertahan 

dikolom. Berdasarkan hasil pengukuran nilai faktor kapasitas untuk sildenafil 

sitrat yaitu 2,563 sedangkan untuk tadalafil 4,837 Faktor kapasitas yang diperoleh 

termasuk dalam kriteria nilai faktor kapasitas yang dapat diterima yaitu (k’) > 

2(13). 

 

3.5.2. Resolusi  

  Resolusi menunjukkan seberapa baik pemisahan dua puncak yang 

berdekatan. Penentuan resolusi bertujuan agar nilai hasil pengukuran kuantitatif 

dapat dipercaya, karena pemisahan puncak yang baik sangat penting untuk 

kuantitasi.  Resolusi dipengaruhi oleh perbandingan antara dua puncak yang 

terukur. Nilai resolusi yang dapat diterima yaitu > 2(11,13). Nilai resolusi yang 

diperoleh antara sildenafil sitrat dan tadalafil yaitu 3,0620. Nilai resolusi tersebut 

menunjukkan bahwa kromatogram antara sildenafil sitrat dan tadalafil terpisah 

dengan baik. 
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3.5.3. Faktor tailing 

Faktor tailing menunjukkan pengukuran keasimetrisan puncak. Semakin 

tinggi nilai faktor tailingdapat menurunkan ketepatan pengukuran, dikarenakan 

sulit untuk menentukan dimana puncak berakhir. Sementara pengukuran 

didasarkan atas perhitungan luas area dibawah puncak. Nilai faktor tailing yang 

dapat diterima yaitu ≤ 2(13). Berdasarkan perhitungan nilai faktor tailing yang 

diperoleh untuk sildenafil sitrat 0,68 dan tadalafil 0,57 Nilai yang diperoleh 

merupakan hasil yang baik dan menunjukkan bahwa puncak yang diperoleh 

asimetris. 

 

3.5.4. Jumlah Plat Teoritis 

Jumlah plat teoritis menunjukkan efisiensi kolom, yaitu seberapa banyak 

jumlah puncak yang terdapat dalam tiap unit run time pada kromatografi. 

Parameter yang dapat mempengaruhi nilai N diantaranya posisi puncak, ukuran 

partikel, kecepatan alir, suhu kolom, kekentalan fase gerak, dan berat molekul 

analit. Nilai yang dapat diterima yaitu N > 2000(13).  

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.5. Kromatogram uji kesesuaian sistem menggunakan sampel spike pada kondisi fase 

gerak Asetonitril : buffer fosfat 0,020 M pH 3 (50:50 v/v), kolom C18, detektor UV λ 220 nm, 

volume injeksi 20 µL, laju alir 1 mL/menit ) 

Tabel 4.2. Hasil uji kesesuaian sistem Sildenafil Sitrat dan tadalafil 

Parameter 
Kriteriaberdasarkan 

FDA(12,13) Hasil 

Faktor kapasitas > 2 2,563 4,837 

Resolusi > 2 3,062 

Faktor tailing ≤ 2 0,68 0,57 

Jumlah plat teoritis > 2000 468 549 
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Pada hasil perhitungan jumlah plat teoritis dengan hasil jumlah plat teoritis yang 

tertera di alat HPLC cukup berbeda, sehingga dipilih nilai jumlah plat teoritis 

yang terdapat pada HPLC. Pada pengujian sildenafil sitrat dan tadalafil  diperoleh 

jumlah plat teoritis (N) sebesar 468 dan 549 nilai yang diperoleh menunjukkan 

efisiensi kolom yang kurang baik. 

3.6. Hasil Pengujian Spesifisitas  

Spesifisitas dinyatakan sebagai kemampuan metode yang hanya mengukur 

zat tertentu saja secara cermat dan seksama dengan adanya komponen lain yang 

mungkin ada dalam matriks sampel. Berdasarkan AOAC, spesifisitas dapat 

dinyatakan dengan nilai resolusi, nilai resolusi yang dapat diterima yaitu (Rs) > 

2(13,29).  Nilai resolusi sildenafil sitrat dan tadalafil yang diperoleh (Rs) 3,0620 

menunjukkan senyawa lain yang terdapat dalam sampel tidak mempengaruhi 

respons analitik. Uji spesifisitas juga dilakukan identifikasi puncak dan dengan 

membandingkan kromatogram  larutan standar tunggal  sildenafil sitrat, standar 

tunggal  tadalafil, sampel uji, pelarut (asetonitril : air (50:50 v/v))  dan sampel 

yang ditambah kan standar (spike).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Gambar 4.6. Kromatogram hasil pengujian spesifisitas sildenafil sitrat dan tadalafil 

Keterangan : 

 

Sildenafil 100 ppm  

Tadalafil 100 ppm  

Pelarut  

Sample jamu  

Sample spike  
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Pada gambar 4.6 terlihat peak standar tunggal sildenafil, sampel dan sampel spike 

muncul pada Rt yang sama yaitu 1,764 Standar tadalafil dan sampel spike muncul 

pada Rt 3,967  sedangkan pada pelarut  (asetonitril : air 50:50 v/v) tidak terdapat 

peak pada kromatogramnya. Berdasarkan Gambar 4.6 terlihat peningkatan nilai 

luas area sildenafil sitrat pada sampel spike dibandingkan dengan sampel, 

sedangkan peak tadalafil pada sampel tidak muncul dan hanya muncul pada 

sampel spike. Hal ini disebabkan karena sampel hanya mengandung sildenafil 

sitrat. Namun, dengan melihat peak yang muncul pada sampel spike yang 

memiliki nilai Rt yang sama dengan standar tunggal tadalafil sudah membuktikan 

bahwa metode ini telah memenuhi parameter spesifisitas. Dari hasil uji spesifitas, 

juga dapat dikatakan bahwa analisis sildenafil sitrat dan tadalafil dapat dianalisis 

secara simultan karena antara peak sildenafil sitrat dan tadalafil tidak 

mempengaruhi satu sama lain. 

3.7. Hasil Pengujian Linearitas  

Linearitas merupakan kemampuan suatu metode dalam kisaran/ range 

tertentu untuk memperoleh hasil uji yang berbanding lurus dengan konsentrasi 

(jumlah) dari analit dalam sampel. Pengujian linearitas dilakukan dengan 

pembuatan kurva kalibrasi. Berdasarkan ICH, Untuk pengujian linearitas 

digunakan minimal 5 level konsentrasi. Rentang kurva kalibrasi yang digunakan 

berkisar 10 ppm sampai dengan 200 ppm sehingga didapatkan sebuah persamaan 

regresi linear dan koefisien korelasi. Berdasarkan data kurva kalibrasi sildenafil 

sitrat dan tadalafil diperoleh persamaan y = 54.408,0541x + 77.586,1435 dan y = 

105.555,4581x + 221.951,2206 dengan nilai koefisen korelasi (r) sildenafil sitrat 

0,9999 dan tadalafil 0,9995. Koefisien korelasi adalah suatu ukuran yang 

menggambarkan hubungan linier antara dua set data dan ditandai dengan nilai 

r(32). Nilai koefisien korelasi (r) sildenafil sitrat dan tadalafil yang didapatkan telah 

memenuhi kriteria yaitu > 0,999.  

Nilai kemiringan atau slope (b) pada kurva kalibrasi dapat digunakan 

untuk melihat sensitivitas suatu metode analisis dan dapat menunjukkan kepekaan 

respons luas area yang dihasilkan oleh instrumen terhadap perubahan konsentrasi 

(10,26). Metode yang digunakan untuk menganalisis sildenafil sitrat dan tadalafil 

memiliki kepekaan yang baik dengan nilai kemiringan untuk sildenafil sitrat (b) 
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54.408,0541 dan tadalafil yaitu 105.555,4581. Sementara tetapan regresi atau 

intersep (a) dapat digunakan untuk mengetahui bias konstan, idealnya tetapan 

regresi mendekati nol menunjukkan bias yang kecil(10,26). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.7. Kurva kalibrasi sildenafil sitrat 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.8. Kurva kalibrasi tadalafil 

Berdasarkan data hasil kurva kalibrasi sildenafil sitrat dengan nilai tetapan regresi 

(a) sebesar 77.586,1435 sedangkan untuk tadalafil dengan nilai tetapan regresi (a) 

sebesar 221.951,2206. Nilai tersebut  menunjukkan bias yang besar, karena nilai 

tidak mendekati nol (0). Nilai koefisien korelasi yang diperoleh untuk sildenafil 

sitrat yaitu (r) 0,9999 dan tadalafil (r) 0,9995 memenuhi kriteria ICH, yaitu > 

0,999(11). Berdasarkan hasil tersebut menunjukkan bahwa terdapat hubungan yang 

proporsional antara respon analitik (luas area) terhadap konsentrasi yang diukur. 
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3.8. Hasil Pengujian Akurasi 

Akurasi menunjukkan kedekatan antara nilai terukur dengan nilai 

sebenarnya. Pada penelitian ini pengujian akurasi dilakukan dengan metode 

penambahan standar pada 3 level konsentrasi 80%, 100% dan 120%, masing – 

masing dengan 3 replikasi(13). akurasi dinyatakan dengan persen perolehan 

kembali (% recovery), hasil yang digunakan adalah nilai rata-rata dari sejumlah 

replikasi atau duplikasi dari suatu pengukuran atau nilai rata-rata dari sejumlah 

pengukuran. Nilai recovery yang diterima untuk level konsentrasi 10ppm – 100 

ppb yaitu 80 – 110 %(11,29).  

 

Tabel 4.3. Hasil pengujian akurasi Sildenafil Sitrat 

Rentang 
Konsentrasi 

(ppm) 

Rataan 

konsentrasi 

(ppm) 

Recovery (%) 

80% 

93,61 

94,09 
107,42 

109,88 

108,54 

94,61 

94,07 

 

100% 

 

103,89 

103,20 
107,06 

105,19 

104,73 

102,96 

102,77 

120% 

111,85 

111,57 
102,94 

102,62 

101,42 

111,73 

111,12 

Rata – rata 105,53 

 

Tabel 4.4. Hasil pengujian akurasi tadalafil 

Rentang 
Konsentrasi 

(ppm) 

Rataan 

konsentrasi 

(ppm) 

Recovery (%) 

80% 

40,41 

40,59 
91,84 

93,28 

91,63 

41,04 

40,32 

 

100% 

 

50,59 

49,98 
99,29 

98,48 

96,55 

50,18 

49,19 

120% 

59,35 

58,99 
88,59 

88,44 

87,09 

59,25 

58,35 

Rata – rata 92,79 
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Hasil uji akurasi sildenafil sitrat (tabel 4.3.), diperoleh nilai persen 

recovery yang diperoleh untuk sildenafil sitrat yaitu 101,42%-109,878% dengan 

rataan nilai recovery 105,53 %. Hasil uji akurasi tadalafil (tabel 4.4.), diperoleh 

nilai persen recovery yang diperoleh untuk tadalafil yaitu 87,09% - 99,29% 

dengan rataan nilai recovery 92,79 % Nilai persen recovery yang diperoleh untuk 

sildenafil sitrat  dan tadalafil memenuhi persyaratan AOAC, karena berada dalam 

rentang keberterimaan 80-110%(29).  

 

3.9. Hasil Pengujian Presisi 

Presisi menunjukkan kedekatan hasil pengukuran dalam satu seri 

pengukuran. Pada penelitian ini dilakukan pengujian presisi dengan membuat 6 

larutan standar sildenafil sitrat dan tadalafil dengan konsentrasi yang sama, yaitu 

75 ppm. Metode yang dilakukan yaitu  metode repeatability dan intermediate. 

metode repeatability yaitu presisi yang diperoleh di bawah kondisi-kondisi 

pelaksanaan yang sama oleh analisis yang sama selama interval waktu yang 

singkat atau dilakukan dalam satu hari(33). Sedangkan intermediate yaitu presisi 

yang dilakukan dengan cara mengulang pemeriksaan terhadap contoh uji dengan 

kondisi percobaan yang berbeda, baik orangnya, peralatannya, tempatnya, 

maupun watunya. Nilai standar deviasi relatif (RSD) sangat karena fleksibel 

dipengaruhi oleh konsentrasi analit yang akan dianalisis, semakin kecil 

konsentrasi analit maka semakin besar nilai standar deviasi relatif (RSD) yang 

diperoleh. Berdasarkan hasil pengujian dengan metode repeatability presisi 

sildenafil sitrat dan tadalafil diperoleh nilai standar deviasi relatif (RSD) 1,36 % 

dan 1,44 % sedangkan untuk metode intermediate presisi sildenafil sitrat dan 

tadalafil diperoleh nilai standar deviasi relatif (RSD) pada hari ke 1 yaitu 1,36 % 

dan 1,44 %, hari ke 2 yaitu 1,18 % dan 1,32 %, hari ke-3 yaitu 1,08 % dan 1,41%. 

Nilai tersebut memenuhi syarat AOAC yaitu penentuan presisi pada kadar 10-200 

ppm memenuhi syarat apabila nilai standar deviasi relatif (RSD) ≤6(34). 

Selain menghitung nilai RSD, parameter presisi juga dapat dinilai 

menggunakan RSD horwitz. RSD horwitz adalah tetapan yang digunakan untuk 

menentukan bahwa koefisien variasi dari data yang diperoleh dapat diterima. 

Presisi suatu metode akan memenuhi syarat apabila RSD hitung yang diperoleh 



44 
 

 
 

lebih kecil dari RSD Horwitz. Berdasarkan metode repeatability presisi sildenafil 

sitrat dan tadalafil diperoleh Nilai RSD hitung sildenafil sitrat yang diperoleh 

yaitu 1,36 % < nilai RSD horwitz 8,32% dan RSD hitung tadalafil 1,44 % < RSD 

horwitznya yaitu 8,31 %.  

 

Tabel 4.5. Hasil pengujian presisi Sildenafil Sitrat  

Hari ke-1 Hari ke-2 Hari ke-3 

Luas area Kadar (ppm) Luas area Kadar 

(ppm) 

Luas area Kadar (ppm) 

4101653 73,96 4294006 77,49 4074401 73,46 

4064676 73,28 4289408 77,41 4075561 73,48 

4112963 74,17 4288729 77,39 4158715 75,01 

4142259 74,71 4358852 78,69 4050541 73,02 

4150023 74,85 4372098 78,93 4144493 74,75 

4227107 76,27 4238553 76,48 4119405 74,28 

Rataan kadar 

(ppm) 74,54  77,74  74,00 

SD (ppm) 1,02  0,92  0,79 

% RSD 1,36  1,18  1,08 

% RSD 

Horwitz 

8,32  8,27  8,33 

 

Tabel 4.6. Hasil pengujian presisi Tadalafil  

Hari ke-1 Hari ke-2 Hari ke-3 

Luas area Kadar 

(ppm) 

Luas area Kadar 

(ppm) 

Luas area Kadar 

(ppm) 

8099965 74,63 8372455 77,22 8002523 73,71 

8035064 74,02 8461526 78,06 8109579 74,72 

8175938 75,35 8452342 77,97 8278604 76,33 

8212141 75,69 8593606 79,31 8063232 74,29 

8229101 75,86 8649547 79,84 8249665 76,05 

836761 77,17 8404729 77,52 8222314 75,79 

Rataan kadar 

(ppm) 75,45  78,32  75,14 

SD (ppm) 1,09  1,03  1,06 

% RSD 1,44  1,32  1,41 

% RSD Horwitz 8,31  8,26  11,74 

 

Sedangkan untuk metode intermediate Nilai RSD hitung sildenafil sitrat 

yang diperoleh yaitu 1,36 % < nilai RSD horwitz 8,32% dan RSD hitung tadalafil 
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1,44 % < RSD horwitznya yaitu 8,31 %, pada hari ke 2 Nilai RSD hitung 

sildenafil sitrat yang diperoleh yaitu 1,18 % < nilai RSD horwitz 8,27 % dan RSD 

hitung tadalafil 1,32 %, < RSD horwitznya yaitu 8,26 %. Pada hari ke-3 Nilai 

RSD hitung sildenafil sitrat yang diperoleh yaitu 1,08 % < nilai RSD horwitz 8,33 

% dan RSD hitung tadalafil 1,41% < RSD horwitznya yaitu 11,74 % . Dari hasil 

tersebut dapat dikatakan metode yang digunakan sudah baik. 

 

3.10. Hasil Pengujian Robustness 

Robustness merupakan parameter validasi Robustness suatu metode 

terhadap adanya perubahan kecil secara terus menerus, yang selanjutnya 

dilakukan evaluasi kuantitatif terhadap konsentrasi (ppm) dan penentuan nilai 

relatif standar deviasi (RSD ≤ 2%) pada setiap pengukuran(10,35,36).Variasi pH 

digunakan pada uji Robustness, karena pada kondisi fase gerak terdapat 

penyesuaian pH dapar fosfat, sehingga variasi yang digunakan masih terdapat 

dalam metodologi(11).Penentuan nilai standar deviasi relatif (RSD) pada setiap 

parameter variasi digunakan untuk melihat keterterimaan data secara presisi. 

Pengujian Robustness dilakukan dengan variasi terhadap pH dapar fosfat pada 

kondisi fase gerak yaitu dengan pH 2,8, pH 3 dan pH 3,2 ( ± 0,2 unit)(11,35). 

Pada pH 2,8 diperoleh konsentrasi larutan standar sildenafil sitrat (𝑥 ̅ ± 𝑆𝐷) 

73,63±1,013 ppm dengan nilai RSD 1,38%, pada larutan sampel (𝑥 ̅ ± 𝑆𝐷) 

53,68±0,38 ppm dengan nilai RSD 0,72% (tabel 4.8). Pada pH 3 diperoleh 

konsentrasi larutan standar sildenafil sitrat (𝑥 ̅ ± 𝑆𝐷) 73,80±0,46 ppm dengan 

nilai RSD 0,63%, pada larutan sampel (𝑥 ̅ ± 𝑆𝐷) 52,70±0,27 ppm dengan nilai 

RSD 0,51% (tabel 4.5). Pada pH 3,2 diperoleh konsentrasi larutan standar 

sildenafil sitrat (𝑥 ̅ ± 𝑆𝐷) 73,90±0,47 ppm dengan nilai RSD 0,63%, pada larutan 

sampel (𝑥 ̅ ± 𝑆𝐷) 54,15±0,26 ppm dengan nilai RSD 0,47%. Pada pH 2,8 

diperoleh konsentrasi larutan standar tadalafil (𝑥 ̅ ± 𝑆𝐷) 74,78±1,105 ppm dengan 

nilai RSD 1,48 %. Pada pH 3 diperoleh konsentrasi larutan standar  tadalafil (𝑥 ̅ ±

𝑆𝐷) 74,67±0,67 ppm dengan nilai RSD 0,89%. Pada pH 3,2 diperoleh konsentrasi 

larutan standar tadalafil (𝑥 ̅ ± 𝑆𝐷) 75,37±0,51 ppm dengan nilai RSD 0,68%,  

Pada uji Robustness larutan standar sildenafil sitrat pada pH 2,8, pH 3 dan 

pH 3,2 diperoleh(𝑥 ̅ ± 𝑆𝐷) 73,78±0,65 ppm dengan RSD 0,88% (tabel 4.7). Pada 
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uji Robustness larutan sampel pH 2,8, pH 3 dan pH 3,2 diperoleh (𝑥 ̅ ± 𝑆𝐷) 

53,51±0,0,30 ppm dengan RSD 0,67%. Pada uji Robustness larutan standar 

tadalafil pada pH 2,8, pH 3 dan pH 3,2 diperoleh(𝑥 ̅ ± 𝑆𝐷) 74,94±0,31 ppm 

dengan RSD 0,41%. Pada sampel tidak mengandung tadalafil.  

Tabel 4.7. Hasil uji Robustness larutan standar sildenafil sitrat (pada pH 2,8, pH 

3, pH 3,2) 

pH Replikasi Luas area Konsentrasi Rataan 
SD 

(ppm) 

RSD 

(%) 

2,8 

1 4096964 73,87 

73,63 1,014 1,377 

2 4023313 72,52 

3 4131285 74,51 

3 

1 4101653 73,96 

73,8 0,464 0,629 

2 4064676 73,28 

3 4112963 74,17 

3,2 

1 4069156 73,36 

73,9 0,467 0,632 

2 4110944 74,13 

3 4115087 74,21 

Rata – rata (ppm) 73,78 

SD (ppm) 0,65 

RSD (%) 0,88 

 

Hasil yang diperoleh pada uji Robustness larutan standar dan sampel 

menunjukkan tidak ada perubahan yang signikan pada konsentrasi dengan adanya 

variasi pH.  

 

Tabel 4.8. Hasil uji Robustness larutan sampel (pada pH 2,8, pH 3, pH 3,2) 

pH Replikasi Luas area Konsentrasi Rataan 
SD 

(ppm) 

RSD 

(%) 

2,8 

1 2986536 53,47 

53,68 0,386 0,72 

2 2985672 53,45 

3 3022453 54,13 

3 

1 2945280 52,71 

52,7 0,27 0,51 

2 2930391 52,43 

3 2959779 52,97 

3,2 

1 3040097 54,45 

54,15 0,257 0,48 

2 3014451 53,98 

3 3017529 54,04 

Rata – rata (ppm) 53,51 

SD (ppm) 0,30 

 RSD (%)  0,57 
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Oleh karena itu, dapat dikatakan bahwa metode yang digunakan sudah memenuhi 

kriteria Robustness. 

 

Tabel 4.9. Hasil uji Robustness larutan standar tadalafil (pada pH 2,8, pH 3, pH 

3,2) 

pH Replikasi Luas area Konsentrasi Rataan 
SD 

(ppm) 

RSD 

(%) 

2,8 

1 8143727 75,05 
74,78 

 

1,02 

 
1,48 2 7987242     73,57 

3 8215529 75,73 

3 

1 8099965 74,63 
74,67 

 

0,67 

 
0,89 2 8035064 74,02 

3 8175938 75,35 

3,2 

1 8115110 74,78 

75,37 0,51 0,68 2 8210008 75,68 

3 8207603 75,65 

Rata – rata (ppm) 74,94 

SD (ppm) 0,31 

 RSD (%)  0,41 

 

3.11. Hasil pengujian Batas deteksi (Limit of detection) dan batas kuantitasi 

(Limit of Quantitation) 

Batas deteksi didefinisikan sebagai jumlah terkecil analit dalam sampel 

yang dapat dideteksi yang masih memberikan respon signifikan dibandingkan 

dengan blangko, sementara batas kuantitasi merupakan konsentrasi terkecil analit 

yang dapat dikuantitasi. Semakin kecil nilai batas deteksi dan batas kuantitasi 

menggambarkan semakin sensitif metode tersebut(10,11). Nilai batas deteksi dan 

batas kuantitasi dapat ditentukan secara matematika melalui  regresi linier.  Hasil 

perhitungan LOD dan LOQ dapat dilihat pada tabel 4.10. 

Tabel 4.10. Hasil uji LOD dan LOQ sildenafil sitrat dan tadalafil 

Hasil  LOD (ppm) LOQ (ppm) 

Sildenafil sitrat   2,14 6,49 

Tadalafil  3,24 9,82 

 

Data pada tabel 4.10. menunjukkan bahwa konsentrasi silenafil sitrat  yang 

masih dapat di deteksi sebesar 2,14 ppm dan yang dapat dikuantifikasi secara 

presisi dan akurasi sebesar 6,49 ppm. Sedangkan konsentrasi tadalafil yang masih 

dapat di deteksi sebesar 3,24 ppm dan yang dapat dikuantifikasi secara presisi dan 

akurasi sebesar 9,82 ppm  Hasil perhitungan LOD dan LOQ yang diperoleh untuk 
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sildenafil sitrat dan tadalafil menunjukkan sensitivitas yang baik dan dibawah 

nilai terendah pada kurva kalibrasi.   

 

3.12.  Estimasi Ketidakpastian  

3.12.1. Diagram tulang ikan sildenafil sitrat 

Diagram tulang ikan akan memberikan informasi faktor – faktor yang 

mungkin dapat mempengaruhi pengukuran kadar sildenafil sitrat pada sampel 

jamu kuat. Sumber – sumber ketidakpastian analisis sildenafil sitrat pada sampel 

sampel jamu kuat merujuk pada gambar 4.9: 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Gambar 4.9. Diagram tulang ikan analisis sildenafil sitrat (9,10) 

 

3.12.2. Ketidakpastian Baku analisis sildenafil sitrat  

Ketidakpastian baku analisis sildenafil sitrat ditentukan berdasarkan 

informasi pada diagram tulang ikan. Nilai ketidakpastian yang diperoleh disertai 

dengan faktor cakupan atas tingkat kepercayaan 95 % yaitu 2. Oleh karena itu, 

probabilitas nilai yang diperoleh merupakan pola distribusi normal dengan tingkat 

kepercayaan 95%. Ketidakpastian baku dalam penelitian ini terdiri dari 

ketidakpastian volume labu ukur 25 mL, ketidakpastian repitabilitas, 

ketidakpastian dari kurva baku, ketidakpastian massa, dan ketidakpastian 

kemurnian.   

 

 

Kadar 

sildenafil 

sitrat 

C Kemurnian standar 

Kurva 

kalibrasi 

sertifikat 

Neraca analitik  

Massa 

sampel 

Repitabilitas Labu ukur 25 mL 

Suhu  

Kalibrasi  
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3.12.2.1. Ketidakpastian volume dari labu ukur volume 25 mL 

Ketidakpastian volume merupakan kategori ketidakpastian tipe B. 

Ketidakpastian volume dalam analisis kadar sildenafil sitrat dipengaruhi oleh 

ketidakpastian volume sampel yaitu dari labu ukur 25 mL. Ketidakpastian volume 

dari labu ukur 25 mL terdiri dari ketidakpastian kalibrasi dan suhu. Berdasarkan 

sertifikat kalibrasi untuk labu ukur yang digunakan memiliki nilai ketidakpastian 

sebesar 25 mL ± 0,04 mL yang diukur pada suhu 20 ± 2o. Ketidakpastian volume 

labu ukur 25 mL dalam analisis kadar sildenafil sitrat merupakan ketidakpastian 

gabungan dari ketidakpastian kalibrasi dan suhu. Ketidakpastian volume dihitung 

berdasarkan distribusi normal dengan nilai faktor cakupan (k) atas tingkat 

kepercayaan 95% yaitu 1,96. Ketidakpastian volume yang diperoleh sebesar 

0,02107 mL. 

  

3.12.2.2. Ketidakpastian Repitabilitas 

Ketidakpastian repetabilitas atau pengulangan merupakan kategori 

ketidakpastian tipe A. Pengukuran kadar sildenafil sitrat dalam sampel dilakukan 

sebanyak 6  kali. Hal tersebut dapat menyumbang ketidakpastian, karena akan 

menimbulkan perbedaan pengukuran pada setiap pengulangan. Ketidakpastian 

pengulangan merupakan hasil bagi antara simpangan baku (RSD = 0,0136) 

dengan akar banyaknya pengulangan yang dilakukan (n = 6). Ketidakpastian 

pengulangan pada analisis kadar sildenafil sitrat yang diperoleh sebesar 0,005578. 

 

3.12.2.3. Ketidakpastian dari kurva baku 

Ketidakpastian kurva baku merupakan kategori ketidakpastian tipe A. 

Ketidakpastian kurva baku diperoleh dengan memperhitungkan data kurva 

kalibrasi (simpangan baku kurva klibrasi, sensitivitas/ kepekaan respons luas area 

oleh instrumen (slope), jumlah pengukuran seri kadar, luas area/ kadar seri kadar) 

dan kadar dari sampel (simpangan baku dan jumlah analisis sampel). 

Ketidakpastian kurva kalibrasi yang diperoleh yaitu 43,789 mg/l. 
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3.12.2.4. Ketidakpastian massa  

Ketidakpastian massa merupakan kategori ketidakpastian tipe B. Sumber 

kesalahan dari ketidakpastian massa berasal dari neraca analitik yang digunakan 

untuk penimbangan sampel jamu. Ketidakpastian massa merupakan hasil bagi 

antara nilai ketidakpastian dari alat (μ alat) dengan nilai faktor cakupan (k). 

Ketidakpastian massa pada analisis kadar sildenafil sitrat yang diperoleh sebesar 

0,00008 mg. 

 

3.12.2.5.  Ketidakpastian kemurnian  

Ketidakpastian kemurnian merupakan kategori ketidakpastian tipe B. 

Ketidakpastian kemurnian merupakan ketidakpastian dari kemurnian standar 

sildenafil sitrat yang digunakan dalam penelitian. Ketidakpastian kemurnian 

merupakan hasil bagi antara nilai ketidakpastian yang tertera dalam sertifikat 

analisis dengan nilai faktor cakupannya (k). Ketidakpastian massa pada analisis 

kadar sildenafil sitrat yang diperoleh sebesar 0,00705. 

 

3.12.3.  Ketidakpastian gabungan sildenafil sitrat  

Tabel 4.11. Ketidakpastian baku analisis kadar sildenafil sitrat 

Ketidakpastian 

pengukuran 

Sumber 

ketidakpastian baku 

Nilai 

ketidakpastian baku 

Volume sampel 
Labu ukur 25 mL 

(pyrex) 
0,02107 

Massa  Neraca Analitik  0,00008 

Repitabilitas Pengulangan 0,00578 

Kurva kalibrasi Kurva kalibrasi 3,789 

Kemurnian  - 0,00705 

 

Ketidakpastian gabungan (μg) analisis kadar sildenafil sitrat merupakan 

ketidakpastian gabungan dari ketidakpastian baku yang berasal dari nilai 

ketidakpastian dalam diagram tulang ikan. Oleh karena itu, ketidakpastian 

gabungan untuk analisis kadar sildenafil sitrat adalah gabungan dari 

ketidakpastian baku volume, ketidakpastian baku repitabilitas, ketidakpastian 

baku kurva kalibrasi, ketidakpastian massa dan ketidakpastian kemurnian yang 

telah disamakan satuannya. Nilai ketidakpastian gabungan (tabel 4.11) untuk 

analisis kadar sildenafil sitrat adalah 4,00206 mg/gram. 



51 
 

 
 

3.12.4. Menentukan Ketidakpastian diperluas 

Ketidakpastian diperluas merupakan suatu ketidakpastian yang 

menunjukan kemungkinan bahwa nilai hasil uji dalam analisis kadar sildenafil 

sitrat berada dalam rentang yang diberikan oleh ketidakpastian. Ketidakpastian 

diperluas diperoleh dengan mengkalikan ketidakpastian gabungan dengan faktor 

cakupan dengan tingkat kepercayaan 95% (k = 2). Nilai ketidakpastian diperluas 

analisis kadar sildenafil sitrat sebesar 8,00412 mg/gram.  

Tabel 4.12. Ketidakpastian pengukuran analisis kadar sildenafil sitrat 

Sumber 

ketidakpastian 

Ketidakpastian 

baku (µ baku) 

Nilai 

(x) 
Satuan 

Ketidakpastian 

relatif baku 

(µ/x) 

Ketidakpastian 

(%) 

Labu ukur 25 

mL (pyrex) 
0,02107 

25 mL 
0,00084 1,81% 

Massa  
0,00008 

0,02 Gram 
0,00400 8,59% 

Pengulangan 
0,00578 

1 
 

0,00558 11,98% 

Kurva 

kalibrasi 
3,789 

130,298 mg/L 
0,02908 62,44% 

Kemurnian  
0,00705 

0,9974 
 

0,00707 15,18% 

Jumlah 0,04657 100% 

Ketidakpastian gabungan 
4,00206 

Ketidakpastian diperluas(mg/g) 
8,00412 

 

Presentasi penyumbang ketidakpastian analisis sildenafil sitrat dengan metode 

KCKT  yaitu labu ukur 1,81 %, neraca analitik 8,59 %, pengulangan 11,98%, 

konsentrasi dari kurva kalibrasi 62,44% dan kemurnian 15,18 %. Berdasarkan 

tahapan perhitungan dalam penentuan nilai ketidakpastian, diperoleh nilai 

ketidakpastian analisis kadar sildenafil sitrat berada pada rentang ±8,00412 

mg/gram dengan sumber ketidakpastian terbesar diperoleh dari kurva kalibrasi.  

 

3.13. Hasil Pengujian Kadar 

Penetapan kadar sildenafil sitrat dalam sampel jamu kuat dilakukan dengan 

metode yang telah tervalidasi dengan 6 replikasi(27,29). Hasil rata – rata penetapan 

kadar sildenafil sitrat pada sampel jamu kuat sebesar (𝑥 ̅ ± 𝑈) 162,751 ± 8,00412 
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mg/g. dengan rata – rata kadar tiap kapsulnya sebesar 65,10 mg. Keberadaan 

bahan kimia obat dalam jamu tidak dapat dibenarkan, berdasarkan peraturan 

peraturan Badan pengawasan obat dan makanan pada no.HK.00.05.41.1384 

tentang Kriteria Dan Tata Laksana Pendaftaran Obat Tradisional, Obat Herbal 

Terstandar Dan Fitofarmaka tahun 2005. Selain hal tersebut, karena adanya 

anggapan bahwa jamu lebih aman dan tanpa efek samping menyebabkan 

penggunaannya cenderung berlebihan, serta tidak adanya pengontrolan dosis 

maupun cara penggunaan serta tidak adanya pertimbangan kondisi pasien/ 

konsumen. Selain itu, adanya kontra indikasi dan interaksi obat penggunaan 

beberapa bahan kimia bagi penderita penyakit tertentu juga akan sangat 

membahayakan kondisi pasien/ konsumen. 

 

Tabel 4.13. Hasil pengujian penetapan kadar sildenafil sitrat 

Sampel Luas area 
Konsentra

si  (ppm) 

Konsentrasi 

sebelum 

pengenceran 

(ppm) 

Kadar 

sampel 

(mg/gram) 

Kadar 

sampel/kaps

ul (mg/kg) 

Replikasi 1 2945280 52,71 131,77 164,55 65,82 

Replikasi 2 2874849 51,41 128,53 160,66 64,26 

Replikasi 3 2930391 52,43 131,08 163,53 65,41 

Replikasi 4 2906207 51,99 129,97 162,46 64,99 

Replikasi 5 2959779 52,97 132,43 165,54 66,22 

Replikasi 6 2863272 51,20 127,99 159,76 63,90 

Rataan 
2913296,

3 
52,12 

130,29 
162,75 65,10 

SD 
 

0,71  
  

RSD (%) 
 

1,37  
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BAB V 

KESIMPULAN DAN SARAN 

5.1. Kesimpulan 

1. Hasil uji parameter validasi yang dilakukan meliputi Validasi metode meliputi 

uji spesifisitas, linearitas, akurasi, presisi, kekuatan, batas deteksi (LOD), batas 

kuantifikasi (LOQ) dan ketidakpastian telah memenuhi persyaratan yang 

ditetapkan Association of Official Analytical Chemist (AOAC) Guideline for 

Single Laboratory Validation of Chemical Method for Dietary Supplements 

and Botanicals dan ICH (International Conference On Harmonization) 

 

2. Metode  KCKT mampu  menganilisis kandungan sildenafil sitrat dan tadalafil 

secara simultan.  Hasil analisis pada jamu  kuat hanya mengandung sildenafil 

sitrat, diperoleh Hasil rata – rata penetapan kadar sildenafil sitrat pada sampel 

jamu kuat sebesar (𝑥 ̅ ± 𝑈) 162,751 ± 8,00412 mg/g.  

 

 

5.2. Saran  

Pada uji Robustness tidak hanya dilakukan variasi pH ± 0,2 unit fase gerak 

tetapi juga dapat dilakukan variasi laju alir ±0,1 mL, volume injeksi ±10µL dan 

komposisi fase gerak ±5%. Pada penentuan batas deteksi dan batas kuantifikasi 

dapat dilakukan dengan metode signal to noise untuk uji konfirmasi. 
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Lampiran 1. Perhitungan uji kesesuaian Sistem  

1.1.Faktor Kapasitas 

𝑘 ′ =  
(𝑇𝑅+𝑇𝑜)

𝑇𝑜
  𝑇𝑜 =

𝑉𝑚

𝐹
 𝑉𝑚 = 0,5 𝑥 𝐿 𝑥 𝑑𝑐2 

Keterangan :  

K’  : Faktor kapasitas 

TR : waktu retensi komponen yang dicari 

To : void  time 

Vm  : void volume 

L : panjang kolom (cm) 

dc : diameter kolom (cm) 

 

𝑉𝑚 = 0,5 𝑥 15 𝑐𝑚 𝑥 (0,46)2 = 1,587 𝑚𝑙 

𝑇𝑜 =  
1,587

1
= 1,587 𝑚𝑒𝑛𝑖𝑡 

 

Faktor kapasitas sildenafil sitrat 

𝑘 ′ =  
1,563 + 3,306

3,306
= 2,563 

Faktor kapasitas tadalafil 

𝑘 ′ =  
3,837 + 3,306

3,306
= 4,837 

 

1.2. Resolusi sildenafil sitrat dan tadalafil 

 

𝑅𝑠 =  
2(𝑡𝑅2 − 𝑡𝑅1)

𝑊1 + 𝑊2
 

Keterangan : 

tR1 : waktu retensi peak analit yang pertama 

tR2 : waktu retensi peak analit yang terakhir 

W  : lebar peak 

 

𝑅𝑠 =  
2(3,837 − 1,563)

0,567 + 0,917
= 3,06 
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1.3.Faktor tailing  

 

 

 

 

 

 

 

Faktor tailing sildenafil sitrat  

𝑇𝐹 =
0,23

0,337
= 0,68 

Faktor tailing tadalafil 

𝑇𝐹 =
0,334

0,583
= 0,57 

 

1.4. Jumlah Plat teoritis  

𝑁 = 16 (
𝑇𝑅

𝑇𝑤
)

2

 

Keterangan : 

tR       : waktu retensi solut 

Tw     : lebar dasar puncak 

 

Jumlah plat teoritis sildenafil sitrat  

𝑁 = 16 (
1,563

0,567
)

2 

= 121,73  

Jumlah plat teoritis tadalafil  

𝑁 = 16 (
3,834

0,9167
)

2 

= 279,89 
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Lampiran 2. Perolehan data kurva kalibrasi  sildenafil sitrat dan tadalafil  

Tabel 1. Kurva kalibrasi sildenafil sitrat  

Konsentrasi (ppm) Luas area 

10 553727 

25 1433505 

50 2831814 

75 4227107 

125 6901129 

150 8223026 

175 9561708 

Persamaan regresi linier : 

y = 54.408,0541x + 77.586,1435 

r  = 0,9999 

Tabel 2. Kurva kalibrasi tadalafil   

Konsentrasi (ppm) Luas area 

10 1059007 

25 2801987 

50 5600412 

75 8367611 

125 13685034 

150 15893724 

175 18534713 

Persamaan regresi linier : 

Y = 105.555,4581x + 221.951,2206 

r  = 0,9995 

 

 

 

 

 

  

Gambar 1. Kurva kalibrasi sildenafil sitrat 
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Gambar 2. Kurva kalibrasi tadalafil 

1. Pembuatan larutan stok (500 ppm) 

500 mg

1000 mL
=  

50 mg

100 mL
 

2. Pembuatan kurva kalibrasi 

a. 10 ppm 

  𝑚1 𝑥 𝑣1 = 𝑚2 𝑥 𝑣2 

 10 𝑝𝑝𝑚 𝑥 10 𝑚𝑙 = 500 𝑝𝑝𝑚 𝑥 𝑣1 

   𝑣1 = 0,2 𝑚𝑙 

b. 25 ppm 

𝑚1 𝑥 𝑣1 = 𝑚2 𝑥 𝑣2 

 25 𝑝𝑝𝑚 𝑥 10 𝑚𝑙 = 500 𝑝𝑝𝑚 𝑥 𝑣1 

 𝑣1 = 0,5 𝑚𝑙 

c. 50 ppm 

𝑚1 𝑥 𝑣1 = 𝑚2 𝑥 𝑣2 

 50 𝑝𝑝𝑚 𝑥 10 𝑚𝑙 = 500 𝑝𝑝𝑚 𝑥 𝑣1 

 𝑣1 = 1 𝑚𝑙 

d. 75 ppm 

  𝑚1 𝑥 𝑣1 = 𝑚2 𝑥 𝑣2 

 75 𝑝𝑝𝑚 𝑥 10 𝑚𝑙 = 500 𝑝𝑝𝑚 𝑥 𝑣1 

   𝑣1 = 1,5  
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e. 125 ppm 

  𝑚1 𝑥 𝑣1 = 𝑚2 𝑥 𝑣2 

125 𝑝𝑝𝑚 𝑥 10 𝑚𝑙 = 500 𝑝𝑝𝑚 𝑥 𝑣1 

   𝑣1 = 2,5 𝑚𝑙 

f. 150 ppm 

 𝑚1 𝑥 𝑣1 = 𝑚2 𝑥 𝑣2 

150 𝑝𝑝𝑚 𝑥 10 𝑚𝑙 = 500 𝑝𝑝𝑚 𝑥 𝑣1 

  𝑣1 = 3 𝑚𝑙 

g. 175 ppm 

 𝑚1 𝑥 𝑣1 = 𝑚2 𝑥 𝑣2 

175 𝑝𝑝𝑚 𝑥 10 𝑚𝑙 = 500 𝑝𝑝𝑚 𝑥 𝑣1 

  𝑣1 = 3,5 𝑚𝑙 

 

Lampiran 3. Perolehan data dan perhitungan Akurasi 

Tabel 3. Perhitungan akurasi sildenafil sitrat 

Rentang 
Luas 

area 

Konsentrasi 

(ppm) 

Rataan 

konsentrasi 

(ppm) 

Recovery 

(%) 

Rataan 

Recovery 

(%) 

SD 

(ppm) 

RSD 

(%) 

80 

5170944 93,61 

94,09 

107,42 

108,61 
0,49 

 
0,53 5225158 94,61 109,88 

5195577 94,07 108,54 

100 

5730487 103,89 
103,21 

 

107,06 

105,66 0,62 0,60 5679358 102,96 105,19 

5668979 102,77 104,73 

120 

6163386 111,85 

111,57 

102,94 

102,33 0,48 0,43 6156650 111,73 102,62 

6123216 111,12 101,42 

Rata – rata 105,53 105,53 0,54 0,52 
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Konsentrasi 

(ppm) 
Standar (ppm) Sampel (ppm) 

93,61 

40 

50 ppm 

94,61 

94,067 

103,89 

50 102,96 

102,77 

111,85 

60 111,73 

111,12 

 

 

𝑌 =  54.408,0541𝑥 +  77.586,1435 

𝑥 =
𝑦 −  77.586,1435

54.408,0541
 

Contoh perhitungan konsentrasi sildenafil sitrat : 

Akurasi 80% 

𝑥 =
5170944 − 77.586,1435

54.408,0541
= 93,61405 𝑝𝑝𝑚 

Akurasi 100% 

𝑥 =
5730487 − 77.586,1435

54.408,0541
= 103,8982𝑝𝑝𝑚 

 

Akurasi 120% 

𝑥 =
6163386 − 77.586,1435

54.408,0541
= 111,8548 𝑝𝑝𝑚 

 

% 𝑃𝑒𝑟𝑜𝑙𝑒ℎ𝑎𝑛 𝑘𝑒𝑚𝑏𝑎𝑙𝑖 =  
(𝐶𝐹 − 𝐶𝐴

𝐶∗
𝑎

𝑥 100 

CF : konsentrasi total sampel yang diperoleh dari pengukuran 

CA : konsentrasi sampel sebenarnya 

C*A : konsentrasi analit yang ditambahkan 
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Contoh perhitungan persen Perolehan kembali 

Akurasi 80 % 

% 𝑅𝑒𝑐𝑜𝑣𝑒𝑟𝑦 =
(93,61405 − 50)

40,6
𝑥 100 % = 107,4238 % 

Akurasi 100 % 

% 𝑅𝑒𝑐𝑜𝑣𝑒𝑟𝑦 =
(104,172 − 50)

50,6
𝑥 100 % = 107,0592 % 

Akurasi 120 % 

% 𝑅𝑒𝑐𝑜𝑣𝑒𝑟𝑦 =
(112,2784 − 50)

60,5
𝑥 100 % = 102,622 % 

 

Contoh Perhitungan Standar deviasi : 

𝑆𝐷 =  √
Σ(𝑃 − 𝑃𝑟)2

𝑛 − 1
 

Keterangan : 

P : nilai dari masing – masing pengukuran 

Pr : rataan dari pengukuran 

n : frekuensi penetapan 

 

𝑆𝐷 =  √
0,4978

3 − 1
= 0,4989 

 

Contoh Perhitungan Standar deviasi relatif 

%𝑅𝑆𝐷 =  
𝑆𝐷

𝑃𝑟
 𝑥 100 % 

Keterangan : 

RSD : relatif standar deviasi 

SD : standar deviasi 

Pr : rataan dari pengukuran 

%𝑅𝑆𝐷 =  
0,4989

94,097
 𝑥 100 % = 0,53 % 
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Tabel 4. Perhitungan akurasi tadalafil 

Rentang 
Luas 

area 

Konsentrasi 

(ppm) 

Rataan 

konsentrasi 

(ppm) 

Recovery 

(%) 

Rataan 

Recovery 

(%) 

SD 

(ppm) 

RSD 

(%) 

80 

4487206 40,41 

40,59 

91,84 

92,25 0,39 0,97 4554298 41,04 93,28 

4477803 40,32 91,63 

100 

5561612 50,59 

49,98 

99,29 

99,97 0,72 1,43 5518349 50,18 98,48 

5414676 49,19 96,55 

120 

6487124 59,35 

58,99 

88,59 

88,04 
0,55 

 

0,94 

 
6476568 59,25 88,44 

6381389 58,35 87,09 

Rata – rata 92,79 92,79 0,55 1,11 

 

Konsentrasi 

(ppm) 
Standar (ppm) Sampel (ppm) 

40,41 

40 

0 ppm 

41,04 

40,32 

50,59 

50 50,18 

49,19 

59,35 

60 59,25 

58,35 

 

𝑌 =  105.555,4581𝑥 +  221.951,2206 

𝑥 =
𝑦 −  221.951,2206

105.555,4581
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Contoh perhitungan konsentrasi : 

Akurasi 80% 

𝑥 =
4487206 −  221.951,2206

105.555,4581
= 40,40771 𝑝𝑝𝑚 

Akurasi 100% 

𝑥 =
5561612 −  221.951,2206

105.555,4581
= 50,58631 𝑝𝑝𝑚 

Akurasi 120% 

𝑥 =
6487124 −  221.951,2206

105.555,4581
= 59,35432 𝑝𝑝𝑚 

 

% 𝑃𝑒𝑟𝑜𝑙𝑒ℎ𝑎𝑛 𝑘𝑒𝑚𝑏𝑎𝑙𝑖 =  
(𝐶𝐹 − 𝐶𝐴

𝐶∗
𝑎

𝑥 100 

CF : konsentrasi total sampel yang diperoleh dari pengukuran 

CA : konsentrasi sampel sebenarnya 

C*A : konsentrasi analit yang ditambahkan 

 

Contoh perhitungan persen Perolehan kembali 

Akurasi 80 % 

% 𝑅𝑒𝑐𝑜𝑣𝑒𝑟𝑦 =
(40,40771 − 0)

44
𝑥 100 % = 91,8357 % 

Akurasi 100 % 

% 𝑅𝑒𝑐𝑜𝑣𝑒𝑟𝑦 =
(50,58631 − 0)

50,9
𝑥 100 % = 99,2862 % 

Akurasi 120 % 

% 𝑅𝑒𝑐𝑜𝑣𝑒𝑟𝑦 =
(59,35432 − 0)

67
𝑥 100 % = 88,5885% 

 

Contoh Perhitungan Standar deviasi : 

𝑆𝐷 =  √
Σ(𝑃 − 𝑃𝑟)2

𝑛 − 1
 

Keterangan : 

P : nilai dari masing – masing pengukuran 

Pr : rataan dari pengukuran 
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n : frekuensi penetapan 

 

𝑆𝐷 =  √
0,31237

3 − 1
= 0,3952 

 

Contoh Perhitungan Standar deviasi relatif 

%𝑅𝑆𝐷 =  
𝑆𝐷

𝑃𝑟
 𝑥 100 % 

Keterangan : 

RSD : relatif standar deviasi 

SD : standar deviasi 

Pr : rataan dari pengukuran 

 

%𝑅𝑆𝐷 =  
0,97365

40,5899
 𝑥 100 % = 0,7365 % 

Lampiran 4. Perolehan data dan perhitungan Presisi 

Tabel 5. Perhitungan Presisi sildenafil sitrat  

Hari ke-1 Hari ke-2 Hari ke-3 

Luas area Kadar 

(ppm) 

Luas area Kadar 

(ppm) 

Luas area Kadar 

(ppm) 

4101653 73,96 4294006 77,49 4074401 73,46 

4064676 73,28 4289408 77,41 4075561 73,48 

4112963 74,17 4288729 77,39 4158715 75,01 

4142259 74,71 4358852 78,69 4050541 73,02 

4150023 74,85 4372098 78,93 4144493 74,75 

4227107 76,27 4238553 76,47 4119405 74,29 

Rataan kadar 

(ppm) 74,54  77,73  74,00 

SD (ppm) 1,02  0,92  0,79 

% RSD 1,36  1,18  1,08 

% RSD 

Horwitz 

8,32  8,27  8,33 
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Tabel 6. Perhitungan Presisi tadalafil 

Hari ke-1 Hari ke-2 Hari ke-3 

Luas area Kadar 

(ppm) 

Luas area Kadar 

(ppm) 

Luas area Kadar 

(ppm) 

8099965 74,63 8372455 77,22 8002523 73,71 

8035064 74,02 8461526 78,06 8109579 74,72 

8175938 75,35 8452342 77,97 8278604 76,33 

8212141 75,69 8593606 79,31 8063232 74,29 

8229101 75,86 8649547 79,84 8249665 76,05 

836761 77,17 8404729 77,52 8222314 75,79 

Rataan kadar 

(ppm) 75,45  78,32  75,15 

SD (ppm) 1,09  1,03  1,06 

% RSD 1,44  1,32  1,41 

% RSD 

Horwitz 

8,31  8,26  11,74 

Contoh perhitungan konsentrasi : 

𝑌 =  54.408,0541𝑥 +  77.586,1435 

𝑥 =
𝑦 −  77.586,1435

54.408,0541
 

Contoh perhitungan konsentrasi : 

𝑥 =
4101653 − 77.586,1435

54.408,0541
= 73,96 𝑝𝑝𝑚 

Contoh Perhitungan Standar deviasi : 

𝑆𝐷 =  √
Σ(𝑃 − 𝑃𝑟)2

𝑛 − 1
 

P : nilai dari masing – masing pengukuran 

Pr : rataan dari pengukuran 

n : frekuensi penetapan 

 

𝑆𝐷 =  √
5,163

6 − 1
= 1,0162  
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Contoh Perhitungan Standar deviasi relatif 

%𝑅𝑆𝐷 =  
𝑆𝐷

𝑃𝑟
 𝑥 100 % 

%𝑅𝑆𝐷 =  
1,0162

74,54
 𝑥 100 % = 1,3633 % 

RSD HORWITZ 

𝑅𝑆𝐷 =  2𝐶−0,15  

C = konsentrasi rata – rata (konsentrasi 1 ppm = 10-6) 

C = 73,96 x 10-6 

% 𝑅𝑆𝐷 =  2(40,09 𝑥 10 −6)−0,15 

% 𝑅𝑆𝐷 = 8,33 % 

 

Lampiran 5. Perhitungan robustness 

Tabel 7. Hasil uji Robustness pada pH 2,8 sildenafil sitrat 

Jenis Replikasi 
Konsentrasi 

(ppm) 

Rataan 

(ppm) 
SD (ppm) % RSD 

Standar 

1 73,87 

73,63 1,01 1,38 2 72,52 

3 74,51 

Sampel 

1 53,47 

53,68 0,39 0,72 2 53,45 

3 54,13 

 

Tabel 8. Hasil uji Robustness pada pH  3 sildenafil sitrat 

Jenis Replikasi 
Konsentrasi 

(ppm) 

Rataan 

(ppm) 
SD (ppm) % RSD 

Standar 

1 73,96 

73,80 0,46 0,63 2 73,28 

3 74,17 

Sampel 

1 52,71 

52,70 0,27 0,51 2 52,43 

3 52,97 
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Tabel 9. Hasil uji Robustness pada pH  3,2 sildenafil sitrat 

Jenis Replikasi 
Konsentrasi 

(ppm) 

Rataan 

(ppm) 
SD (ppm) % RSD 

Standar 

1 73,36 

73,90 0,47 0,63 2 74,13 

3 74,21 

Sampel 

1 54,45 

54,15 0,26 0,48 2 53,98 

3 54,04 

 

Tabel 10. Hasil uji Robustness pada pH 2,8 tadalafil 

Jenis Replikasi 
Konsentrasi 

(ppm) 

Rataan 

(ppm) 
SD (ppm) % RSD 

Standar 

1 75,05 

74,78 1,02 1,48 2 73,57 

3 75,73 

 

Tabel 10. Hasil uji Robustness pada pH  3 tadalafil 

Jenis Replikasi 
Konsentrasi 

(ppm) 

Rataan 

(ppm) 
SD (ppm) % RSD 

Standar 

1 74,63 

74,67 0,67 0,89 2 74,02 

3 75,35 

 

Tabel 11. Hasil uji Robustness pada pH  3,2 tadalafil  

Jenis Replikasi 
Konsentrasi 

(ppm) 

Rataan 

(ppm) 
SD (ppm) % RSD 

Standar 

1 74,77 

75,37 0,51 0,68 2 75,67 

3 75,65 

Contoh perhitungan uji Robustness standar : 

𝑌 =  54.408,0541𝑥 +  77.586,1435 
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𝑥 =
𝑦 −  77.586,1435

54.408,0541
 

Contoh perhitungan konsentrasi : 

pH 2,8 

𝑥 =
4096964 −  77.586,1435

54.408,0541
= 73,87𝑝𝑝𝑚 

pH 3,0 

𝑥 =
4101653 −  77.586,1435

54.408,0541
= 73,96 𝑝𝑝𝑚 

 

pH 3,2 

𝑥 =
4069156 −  77.586,1435

54.408,0541
= 73,36 𝑝𝑝𝑚 

 

Contoh perhitungan uji Robustness sampel 

𝑌 =  54.408,0541𝑥 +  77.586,1435 

𝑥 =
𝑦 −  77.586,1435

54.408,0541
 

 

Contoh perhitungan konsentrasi : 

pH 2,8 

𝑥 =
2952784 −  77.586,1435

54.408,0541
=  52,85𝑝𝑝𝑚  

pH 3 

𝑥 =
2945280 −  77.586,1435

54.408,0541
=  52,71𝑝𝑝𝑚  

pH 3,2 

𝑥 =
3036397 −  77.586,1435

54.408,0541
=  54,38𝑝𝑝𝑚  
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Lampiran 6. Perhitungan LOD dan LOQ 

Tabel 12. Perhitungan LOD dan LOQ dari kurva kalibrasi sildenafil sitrat 

Konsentrasi 

(ppm) 

Luas area y' y-y' y-y' 2 

10 553727 621666,6 -67939,64 4615794683 

25 1433505 1437787 -4282,39 18338864,11 

50 2831814 2797989 33825,36 1144154979 

75 4227107 4158190 68917,11 4749568051 

125 6901129 6878592 22536,61 507898790,3 

150 8223026 8238794 -15767,64 248618471,2 

175 9561708 9598995 -37286,89 1390312166 

Jumlah 12674686005 

Sy/x 50348,16 

LOD (ppm) 2,14 

LOQ (ppm) 6,49 

𝑠𝑦
𝑥⁄ = √

Σ (𝑦 − 𝑦𝑖)2

𝑛 − 2
=  √

12674686005

6 − 2
= 50348,15986  

𝐿𝑂𝐷 =  
3,3 (𝑆𝑌

𝑋⁄ )

𝑏
=

3,3 (50348,15986  )

77586,14
= 2,14 𝑝𝑝𝑚 

𝐿𝑂𝑄 =  
10 (𝑆𝑌

𝑋⁄ )

𝑏
=

10 (50348,15986)

77586,14
= 6,49 𝑝𝑝𝑚 

𝑠𝑦
𝑥⁄ = √

Σ (𝑦 − 𝑦𝑖)2

𝑛 − 2
=  √

237476752855,123

7 − 2
= 217934,2804  

𝐿𝑂𝐷 =  
3,3 (𝑆𝑌

𝑋⁄ )

𝑏
=

3,3 (217934,2804  )

221951,22
= 3,24 𝑝𝑝𝑚 

𝐿𝑂𝑄 =  
10 (𝑆𝑌

𝑋⁄ )

𝑏
=

10 (217934,2804)

221951,22
= 9,82 𝑝 
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Tabel 13. Perhitungan LOD dan LOQ dari kurva kalibrasi tadalafil 

Konsentrasi 

(ppm) 

Luas area y' y-y' y-y' 2 

10 1059007 1277506 -218498,82 47741734341 

25 2801987 2860838 -58850,72 3463407245 

50 5600412 5499724 100687,78 10138029041 

75 8367611 8138611 229000,28 52441128240 

125 13685034 13416384 268650,28 72172972944 

150 15893724 16055270 -161546,22 26097181196 

175 18534713 18694157 -159443,72 25422299847 

Jumlah 237476752855,12 

Sy/x 217934,28 

LOD (ppm) 3,24 

LOQ (ppm) 9,82 

𝑠𝑦
𝑥⁄ = √

Σ (𝑦 − 𝑦𝑖)2

𝑛 − 2
=  √

237476752855,123

7 − 2
= 217934,2804  

𝐿𝑂𝐷 =  
3,3 (𝑆𝑌

𝑋⁄ )

𝑏
=

3,3 (217934,2804  )

221951,22
= 3,24 𝑝𝑝𝑚 

𝐿𝑂𝑄 =  
10 (𝑆𝑌

𝑋⁄ )

𝑏
=

10 (217934,2804)

221951,22
= 9,82 𝑝𝑝𝑚 

 

Lampiran 7. Estimasi Ketidakpastian 

1. Ketidakpastian volume  

1.1.Kalibrasi  

µ𝑘𝑎𝑙 =  
𝑠

𝑘
 

Keterangan :  

µkal = ketidakpastian kalibrasi 

S   = data sertifikat kalibrasi alat 

k   = faktor cakupan 
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1.2.Suhu` 

𝜇𝐸𝑇 =
𝑣 (𝑚𝑙)𝑥 ∆𝑇 (±℃)𝑥𝛼

𝑘
 

Keterangan :  

  µET = ketidakpastian efek temperatur 

V = volume alat  

∆𝑇 = variasi suhu di laboratorium (±2℃) 

α = koefisien ekspansi volume air 2,1𝑥10−4𝐶1 

k  = faktor cakupan 

1.3. Ketidakpastian gabungan volume 

𝜇𝑣𝑜𝑙 = √(𝜇𝑘𝑎𝑙)2 𝑥 (𝜇𝐸𝑇)2 

  Keterangan : 

µkal = ketidakpastian kalibrasi 

µET = ketidakpastian efek temperatur 

Perhitungan ketidakpastian volume labu ukur 25 mL : 

a. Kalibrasi  

µ𝑘𝑎𝑙 =  
0,03

1,960
= 0,02107 𝑚𝑙 

b. Efek temperatur (suhu) 

𝜇𝐸𝑇 =
25 𝑥 2𝑥 2,1𝑥10−4

1,960
= 0,005 𝑚𝑙  

c. Ketidakpastian gabungan volume labu takar (LT) 

𝜇𝑣𝑜𝑙 (𝐿𝑇/𝑃𝑉) = √(0,02)2 𝑥 (0,005)2 =  √4,28 𝑥 10−4 

𝜇𝑣𝑜𝑙 (𝐿𝑇) = 0,02𝑚𝑙 

2. Ketidakpastian pengulangan 

µ𝑟𝑒𝑝 =  
𝑅𝑆𝐷

√𝑛
 

Keterangan : S = simpangan baku (RSD) (SD/X) 

   n = jumlah pengulangan  

  Perhitungan ketidakpastian pengulangan 

µ𝑟𝑒𝑝 =  
0,0136

√6
= 0,005578 
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3. Ketidakpastian kurva kalibrasi 

µ𝑘𝑘 (𝑥) =  
𝑆𝑦/𝑥

𝑏
 𝑥 √

1

𝑝 
+  

1

𝑛
+

(𝑦 − 𝑦 𝑟𝑎𝑡𝑎𝑎𝑛)2

𝑆𝑥𝑥
 

Keterangan :  

µkk   : ketidakpastian kurva kalibrasi 

Sy/x   : residual standar deviation 

b   : slope (b = 54.408,0541) 

p  : jumlah analisis sampel 

n   : jumlah pengukuran seri kadar 

Sxx  : jumlah (𝑥 − 𝑥 𝑟𝑎𝑡𝑎𝑎𝑛)2 

Y sampel : rataan area sildenafil sitrat  pada sampel 

Y rataan (Yr) : rata – rata area standar 

 

4. Ketidakpastian konsentrasi dari kurva kalibrasi 

1. Nilai ketidakpastian kurva kalibrasi (Sy/x) 

Konsentrasi 

(ppm) 

Luas area y' y-y' y-y' 2 

10 1059007 1277506 -218498,82 47741734341 

25 2801987 2860838 -58850,72 3463407245 

50 5600412 5499724 100687,78 10138029041 

75 8367611 8138611 229000,28 52441128240 

125 13685034 13416384 268650,28 72172972944 

150 15893724 16055270 -161546,22 26097181196 

175 18534713 18694157 -159443,72 25422299847 

Jumlah 237476752855,123 

Sy/x 217934,2804 
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2. Nilai ketidakpastian kurva kalibrasi (Sxx) 

NO 
Konsentrasi 

(ppm) (x) 
Luas area (Y) X-x rata (X-xrataan)^2 

 
X Y 

  
1 10 1059007 -77,142857 5951,020408 

2 25 2801987 -62,142857 3861,734694 

3 50 5600412 -37,142857 1379,591837 

4 75 8367611 -12,142857 147,4489796 

5 125 13685034 37,8571429 1433,163265 

6 150 15893724 62,8571429 3951,020408 

7 175 18534713 87,8571429 7718,877551 

Jumlah 610 65942488 
 

24442,85714 

Rataan 87,14 9420355,429 
  

 

3.  Perhitungan sampel 

Sampel Luas area 
Konsentra

si  (ppm) 

Konsentrasi 

sebelum 

pengenceran 

(ppm) 

Kadar sampel 

(mg/gram) 

Kadar 

sampel/kapsu

l (mg/kg) 

Replikasi 1 2945280 52,71 131,7679 164,5453 65,81813 

Replikasi 2 2874849 51,41 128,5317 160,6646 64,26583 

Replikasi 3 2930391 52,43 131,0838 163,5276 65,41106 

Replikasi 4 2906207 51,99 129,9725 162,4657 64,98626 

Replikasi 5 2959779 52,97 132,4341 165,5426 66,21705 

Replikasi 6 2863272 51,2 127,9997 159,76 63,90399 

Rataan 2913296,3 52,12 130,298 162,75 65,1  

SD 
 

0,712 1,78 2,24 0,89 

RSD 
 

1,37 % 1,37 % 1,37 % 0,0137 

 

Perhitungan ketidakpastian kurva kalibrasi : 

µ𝑘𝑘 (𝑥) =  
217934,2804

54.408,0541
  𝑥√

1

6 
+  

1

7
+

(2913296,3 − 9420355,429)2

(54.408,0541)2 𝑥 24442,85714
 

µ𝑘𝑘 (𝑥) =  4,005  𝑥√0,895 

µ𝑘𝑘 (𝑥) = 3,789 
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5. ketidakpastian dari massa  

µ𝑁𝑎 (𝑥) =  
𝑆

𝑘
 

μNa  = ketidakpastian Neraca analitik  

S  = nilai ketidakpastian  

k  = faktor cakupan  

µ𝑁𝑎 (𝑥) =  
𝑆

𝑘
=

0,00015

1,9758
= 0,00008 

6. ketidakpastian dari kemurnian  

Penetapan kadar berdasarkan sertifikat analisis : 99,74%, μ = 1,41%,  k = 2 

µ𝐾𝑚 (𝑥) =  
𝑆

𝑘
 

μNa  = ketidakpastian kemurnian  

S  = nilai ketidakpastian  

k  = faktor cakupan  

perhitungan ketidakpastian kemurnian : 

µ𝐾𝑚 (𝑥) =  
𝑆

𝑘
=

0,0141

2
= 0,00705 

 

7. Nilai ketidakpastian baku sildenafil sitrat 

Ketidakpastian 

pengukuran 

Sumber 

ketidakpastian  

Nilai 

ketidakpastian 

(µ alat) (S) 

Faktor 

cakupan (k) 

 Nilai 

ketidakpastian 

baku (µ baku)  

Volume sampel 
Labu ukur 25 

mL (pyrex) 

0,04000 
1,960 0,02107 

Massa  Neraca Analitik  
0,00015 

1,9758 0,00008 

Repitabilitas Pengulangan    0,005578 

Kurva kalibrasi Kurva kalibrasi  
 

3,789 

Kemurnian  
 

0,0141 2 0,00705 
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4. Nilai ketidakpastian gabungan dan diperluas 

Sumber 

ketidakpastian 
(µ baku) nilai (x) Satuan 

ketidakpastian 

relatif baku 

(µ/x) 

(µ/x)^2 

Labu ukur 25 

mL (pyrex) 
0,02107 25,00 mL 0,00084 7,10E-07 

Neraca analitik 0,00008 0,02 Gram 0,00400 1,60E-05 

Pengulangan 0,005578 1,00  0,00558 3,11E-05 

Kurva kalibrasi 3,789 130,298 mg/L 0,02908 8,46E-04 

Kemurnian  0,00705 0,9974  0,00707 5,00E-05 

 Jumlah 0,0009 

 µ gabungan 4,00206 

 µ diperluas (mg/g) 8,00412 

 

Rumus Analisis kadar sildenafil sitrat  

(
𝑚𝑔

𝑔𝑟𝑎𝑚
) 𝑠𝑖𝑙𝑑𝑒𝑛𝑎𝑓𝑖𝑙 𝑠𝑖𝑡𝑟𝑎𝑡 =  

𝑘𝑜𝑛𝑠𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑠𝑖 (
𝑚𝑔

𝑙
) 𝑥 𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 (𝑙)

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎  𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 𝑦𝑎𝑛𝑔 𝑑𝑖𝑡𝑖𝑚𝑏𝑎𝑛𝑔 (𝑔𝑟𝑎𝑚)
 

Perhitungan penetapan kadar 

(
𝑚𝑔

𝑔𝑟𝑎𝑚
) 𝑠𝑖𝑙𝑑𝑒𝑛𝑎𝑓𝑖𝑙 𝑠𝑖𝑡𝑟𝑎𝑡 (𝐶) =  

 130,298 (
𝑚𝑔

𝑙
) 𝑥 0,025 (𝐿)

 0,02 (𝑔𝑟𝑎𝑚)

= 162,8725
𝑚𝑔

𝑔𝑟𝑎𝑚
 

5. Ketidakpastian gabungan 

µ𝑔 = 𝐶 √(
µ 𝐿𝑇

𝑣
)

2

+ (
µ 𝑃𝑉

𝑣
)

2

+  (
µ 𝑟𝑒𝑝

𝑥
)

2

+ (
µ 𝑘𝑘𝑘

𝐶
)

2

 

Keterangan :  

µg  = ketidakpastian gabungan 

µLT  = ketidakpastian labu ukur 25 mL 

µPV  = ketidakpastian pipet volume 5 mL 

µrep  = ketidakpastian repitabilitas 

µkk  = ketidakpastian kurva kalibrasi 

C  = kadar mg/kg 
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V  = volume (25 mL/5 mL) 

X  = tetapan (1) 

6. Ketidakpastian diperluas 

𝑈 =  µ𝑔 𝑥 𝑘  

Keterangan : 

µg  = ketidakpastian gabungan 

k  = faktor cakupan (2) 

 

Lampiran 8. Perhitungan Penetapan kadar Sildenafil Sitrat 

Sampel Luas area 
Konsentra

si  (ppm) 

Konsentrasi 

sebelum 

pengenceran 

(ppm) 

Kadar 

sampel 

(mg/gra

m) 

Kadar 

sampel/kap

sul (mg/kg) 

Replikasi 1 2945280 52,71 131,77 164,55 65,82 

Replikasi 2 2874849 51,41 128,53 160,66 64,27 

Replikasi 3 2930391 52,43 131,08 163,53 65,41 

Replikasi 4 2906207 51,99 129,97 162,46 64,99 

Replikasi 5 2959779 52,97 132,43 165,54 66,22 

Replikasi 6 2863272 51,2 127,99 159,76 63,90 

Rataan 2913296,3 52,12 130,29 162,75 65,10  

SD 
 

0,71  
  

RSD (%) 
 

1,37  
  

 

Hasil data penetapan kadar Replikasi 2 

𝑌 =  54.408,0541𝑥 +  77.586,1435 

𝑥 =
𝑦 −  77.586,1435

54.408,0541
 

 Keterangan  : y = luas area 

     x = konsentrasi (ppm) 

𝑥 =
2874849 −  77.586,1435

54.408,0541
 

𝑥 =  51,41  𝑝𝑝𝑚 

 



78 
 

 
 

Hasil data penetapan kadar sebelum pengenceran (pengenceran 2,5 kali) 

𝑥 =  51,41 𝑝𝑝𝑚 𝑥 𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑝𝑒𝑛𝑔𝑒𝑛𝑐𝑒𝑟𝑎𝑛  

𝑥 =  51,41 𝑝𝑝𝑚 𝑥 2,5 = 128,53 𝑝𝑝𝑚 

 

 

Perhitungan penetapan kadar sildenafil sitrat replikasi 2 

128,53 𝑚𝑔

1000 mL 
=

3,21 𝑚𝑔

 25 mL
 

Keterangan : massa sildenafil sitrat yang ditimbang dalam 25 mL = 100 

mg 

Berat 1 kapsul sampel = 400 mg 

𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 (
𝑚𝑔

𝑔𝑟𝑎𝑚
) =

3,21 𝑚𝑔

0,02 gram
=

160,665 𝑚𝑔

 gram
 

Kandungan dalam 1 kapsul : 

160,665 𝑚𝑔

gram
=

160,665 𝑚𝑔

1000 mg
=  

64,266 𝑚𝑔

400 mg
= 64,266 𝑚𝑔/𝑘𝑎𝑝𝑠𝑢𝑙 
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Lampiran 9. Kromatogram uji kesesuaian sistem 

 

Lampiran 10. Kromatogram uji spesifisitas 

 

Sildenafil 100 ppm  

Tadalafil 100 ppm  

Pelarut  

Sample jamu  

Sample spike  
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Lampiran 11. Kromatogram linearitas 

11.1.Linearitas 10 ppm 

 

11.2.Linearitas 25 ppm 

 

11.3.Linearitas 50 ppm  
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11.4. Linearitas 75 ppm 

 

11.5. Linearitas 125 ppm 

 

11.6. Linearitas 150  ppm 
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11.7. Linearitas 175  ppm 
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Lampiran 12. Kromatogram akurasi 

12.1. Akurasi 80 % replikasi 1 

 

12.2.Akurasi 80 % replikasi 2 

 

12.3. Akurasi 80 % replikasi 3 
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12.4. Akurasi 100 % replikasi 1 

 

12.5. Akurasi 100 % replikasi 2 

 

 

12.6. Akurasi 100 % replikasi 3 
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12.7.Akurasi 120 % replikasi 1 

 

12.8. Akurasi 120 % replikasi 2 

 

12.9. Akurasi 120 % replikasi 3 
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Lampiran 13. Kromatogram uji presisi (75 ppm) 

13.1.Presisi replikasi 1 (Hari ke-1) 

 

13.2.Presisi replikasi 2 (Hari ke-1) 

 

13.3.Presisi replikasi 3 (Hari ke-1) 
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13.4.Presisi replikasi 4 (Hari ke-1) 

 

13.5.Presisi replikasi 5 (Hari ke-1) 

 

13.6.Presisi replikasi 6 (Hari ke-1) 
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13.7.Presisi replikasi 1 (Hari ke-2) 

 

13.8.Presisi replikasi 2 (Hari ke-2) 

 

 

13.9.Presisi replikasi 3 (Hari ke-2) 
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13.10. Presisi replikasi 4 (Hari ke-2) 

 

13.11. Presisi replikasi 5 (Hari ke-2) 

 

 

13.12. Presisi replikasi 6 (Hari ke-2) 
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13.13. Presisi replikasi 1 (Hari ke-3) 

 

13.14. Presisi replikasi 2 (Hari ke-3) 

 

13.15. Presisi replikasi 3 (Hari ke-3) 
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13.16. Presisi replikasi 4 (Hari ke-3) 

 

13.17. Presisi replikasi 5 (Hari ke-3) 

 

13.18. Presisi replikasi 6 (Hari ke-3) 
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Lampiran 14. Kromatogram uji Robustness sampel 

14.1.Sampel pH 2,8 Replikasi 1 

 

14.2.Sampel pH 2,8  Replikasi 2 

 

14.3. Sampel pH 2,8 Replikasi 3 
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14.4. Sampel pH  3 Replikasi 1 

 

14.5. Sampel pH 3 Replikasi 3 

 
14.6. Sampel pH 3 Replikasi 3 
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14.7. Sampel pH 3,2 Replikasi 1 

 

14.8. Sampel pH 3,2  Replikasi 2 

 

14.9. Sampel pH 3,2  Replikasi 3 
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Lampiran 15. Kromatogram uji Robustness standar 

15.1.Standar pH 2,8 Replikasi 1 

 

 

15.2. Standar pH 2,8 Replikasi 2 

 

15.3. Standar pH 2,8 Replikasi 3 
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15.4. Standar pH 3 Replikasi 1 

 

15.5. Standar pH 3 Replikasi 2 

 

15.6. Standar pH 3 Replikasi 3 
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15.7. Standar pH 3,2 Replikasi 1 

 

 

 

15.8. Standar pH 3,2 Replikasi 2 

 

15.9. Standar pH 3,2 Replikasi 3 
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Lampiran 16. Kromatogram penetapan kadar sampel 

16.1.Sampel Replikasi 1 

 

  

16.2.Sampel Replikasi 2 

 

16.3. Sampel Replikasi 3 
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16.4. Sampel Replikasi 4 

 

16.5. Sampel Replikasi 5 

 

16.6. Sampel Replikasi 6 
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Lampiran 17. Certificate of analysis  

17.1 sildenafil sitrat 
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17.2 tadalafil  
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17.3 sertifikat timbangan analitik 
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17.4. sertifikat labu ukur  
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