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ABSTRACT

CONSISTENSY TEST OF VITAMIN B1 AND Bes IN FISH MEDICINES
PREMIX PREMISES BY HIGH PERFORMANCE LIQUID
CHROMATOGRAPHY (HPLC)

By

DIANA NATASYA

Fish medicine premix preparations are a mixture of one or more active substances
produced from organic and inorganic materials which are mixed in feed as additi-
ves and supplements. Quality testing of fish medicine is not only done at registrat-
ed, but also carried out at any time to monitor the quality content of fish medicine
in circulation. This research aimed to study the consistency vitamins B1 and Bg le-
vel in fish medicine premix preparations with the category of drugs that have been
registered by the Ministry of Maritime Affairs and Fisheries. The sampling techni-
que was carried out by purposive sampling method. Analysis of vitamins By and
Bs used HPLC (high performance liquid chromatography). The results of the con-
sistency test obtained one product did not meet the requirements for the parameter
of vitamin B1 content. Meanwhile, the other samples with parameter B6 have sta-
ble results.

Keyword: Consistency test, premix, vitamin B1, vitamin B6, HPLC.
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ABSTRAK
UJI KONSISTENSI VITAMIN B: DAN Bs PADA OBAT IKAN SEDIAAN
PREMIKS SECARA KROMATOGRAFI CAIR KINERJA TINGGI
(KCKT)

Oleh
DIANA NATASYA

Obat ikan sediaan premiks merupakan campuran satu atau lebih zat aktif yang di-
hasilkan dari bahan organik dan anorganik yang dicampurkan dalam pakan seba-
gai imbuhan dan pelengkap. Pengujian mutu pada obat ikan bukan hanya pada sa-
at pendaftaran saja, akan tetapi juga dilakukan untuk memantau kandungan mutu
obat ikan yang beredar. Penelitian ini bertujuan untuk mempelajari konsistensi ka-
dar vitamin Bz dan Be pada obat ikan sediaan premiks dengan kategori obat yang
telah teregistrasi Kementrian Kelautan dan Perikanan. Teknik pengambilan sam-
pel dilakukan dengan metode purposive sampling. Analisis vitamin B1 dan Bs pa-
da penelitian ini menggunakan KCKT (kromatografi cair kinerja tinggi). Hasil uji
konsistensi diperoleh satu produk yang tidak memenuhi syarat pada parameter
kandungan vitamin B1. Sedangkan untuk sampel lainnya dengan parameter Be
memiliki hasil yang stabil.

Kata kunci: Uji konsistensi, premiks, vitamin By, vitamin Bs, KCKT.
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I. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang dan Masalah

Vitamin merupakan zat organik kompleks yang diperlukan tubuh dalam jumlah
yang kecil. Vitamin dikelompokkan dalam 2 golongan besar, yaitu vitamin larut
lemak meliputi vitamin A, D, E, dan K yang mana vitamin jenis ini diangkut ke
hati melalui sistem limfa sebagai bagian dari lipoprotein dan vitamin larut air
yang meliputi vitamin B (B, B2, Bs, Bs, Bs, B7, Bo, B12) dan vitamin C yang seba-
gian besar merupakan komponen sistem enzim yang membantu metabolisme (Yu-
niastuti, 2008). Vitamin B memiliki peranan penting dalam sistem metabolisme,
khususnya pada vitamin Bz dan Bs, yang membantu memperlancarkan metaboli-
sme, sebagai koenzim dalam metabolisme asam amino, ikut aktif dalam pemben-
tukan antibodi, dan memperlancar sirkulasi darah. Oleh karna itu, obat yang me-
miliki kandungan vitamin, khususnya pada kandungan vitamin B1 dan Bs, harus

dijaga stabilitasnya (Schellack et al., 2015).

Pengembangan dan keberlanjutan proses kegiatan budi daya ikan selalu dihadap-
kan dengan penyakit dan kualitas lingkungan perairan. Dalam hal ini para pem-
budi daya berupaya untuk mengatasi masalah tersebut dengan menerapkan cara
budidaya ikan yang baik (CBIB) yang mana salah satu pengaplikasiannya dengan
penggunaan obat ikan yang tepat guna dan tetap sasaran. Sebelum beredar di In-
donesia obat ikan terlebih dahulu mendapatkan surat nomor pendaftaran atau tan-
da registrasi di Kementerian Kelautan dan Perikanan. Registrasi ini bertujuan agar
obat ikan yang beredar memenuhi persyaratan aman (safety), bermutu (quality),

dan berkhasiat (efficacy).

Perlu adanya upaya pengendalian akibat beragamnya jenis dan tujuan penggunaan

obat ikan dalam proses budi daya terhadap penyediaan, peredaran, dan



penggunan obat ikan dalam sebuah peraturan. Proses pendaftaran obat ikan harus
sesuai dengan Peraturan Menteri Kelautan dan Perikanan Republik Indonesia No-
mor 1/PERMEN-KP/2019 tentang Obat Ikan. Peraturan ini bertujuan agar obat
ikan yang disediakan, diedarkan, dan dipergunakan memenuhi persyaratan dari se-
gi mutu, keamanan, khasiatnya, serta dampak terhadap ikan, manusia, dan ling-
kungan. Dalam 5 tahun masa registrasi obat ikan terdapat pengujian mutu atau
pengujian konsistensi yang bertujuan untuk mengetahui kandungan mutu obat
ikan yang beredar untuk dibandingkan dengan mutu obat ikan pada saat didaftar-
kan atau terhadap klaim pada label kemasan (PER-DJPB, 2021).

Stabilnya suatu obat dilihat jika kandungan yang terdapat di dalamnya tidak ber-
kurang, tidak berbeda warna, bau, bentuk, serta tidak terdapat cemaran (Fitriani et
al., 2015). Penyebab perubahan stabilitas suatu kandungan obat kemungkinan pa-
da saat proses sediaan dibuat, proses sediaan dikemas, kondisi lingkungan sema-
sa pengiriman produk, penyimpanan, perlakuan, dan jangka waktu dari pembuatan
produk sampai pemakaian. Faktor yang memengaruhi perubahan stabilitas kan-
dungan pada obat adalah temperatur, radiasi, cahaya, dan udara serta kenakalan
perusahaan yang tidak memberikan kandungan yang sesuai pada klaim label ke-
masan. Proses formulasi juga dapat berpengaruh, misalnya pada ukuran partikel,
pH, dan sifat pelarut yang dapat memengaruhi stabilitas (\VVadas, 2010). Maka dari
itu, perlu dilakukannya uji konsistensi mutu suatu obat untuk memastikan bahwa

obat dihasilkan dengan mutu yang sesuai dengan tujuan pemakaiannya.

1.2 Tujuan Penelitian
Penelitian ini bertujuan untuk mempelajari konsistensi kadar vitamin By dan Bs
pada obat ikan sediaan premiks yang telah teregistrasi oleh Kementrian Kelautan

dan Perikanan.

1.3 Manfaat Penelitian
Manfaat dari penelitian ini diharapkan dapat menjadi salah satu bahan evaluasi
dan informasi tentang konsistensi kandungan vitamin, khususnya vitamin B dan

Bs pada obat sediaan premiks yang beredar di masyarakat.



1.4 Kerangka Pemikiran

Pada umumnya pembudi daya ikan selalu dihadapkan pada gangguan metabolis-
me, serangan penyakit, dan penurunan kualitas lingkungan perairan. Salah satu
upaya mengatasi permasalahan tersebut dengan penggunaan obat ikan yang tepat
guna dan tepat sasaran. Obat ikan merupakan sediaan yang dapat digunakan untuk
mengobati ikan, untuk membebaskan gejala, atau memodifikasi proses kimia da-
lam tubuh ikan. Hal ini tentunya akan sangat membantu para petani ikan dalam
proses pembudidayaan. Dalam penggunaan obat ikan juga harus memperhatikan
kualitasnya. Obat ikan yang digunakan harus sudah terdaftar di Kementerian Ke-
lautan dan Perikanan, dengan bukti memiliki nomor pendaftaran/teregistrasi. Na-
mun, pengujian mutu pada obat ikan tidak hanya dilakukan pada saat pendaftaran
saja, tetapi juga dilakukan pengujian mutu obat ikan sewaktu-waktu atau uji kon-
sistensimutu obat ikan yang bertujuan untuk mengetahui kandungan mutu obat
ikan yang beredar selama berlakunya nomor registrasi. Oleh sebab itu, perlu dila-
kukannya kajian tentang uji konsistensi mutu obat ikan. Pada penelitian ini dilaku-
kan uji konsistensi mutu terhadap vitamin B1 dan Bs dengan menggunakan meto-
de KCKT (kromatografi cair kinerja tinggi). Berikut kerangka pemikiran pada pe-
nelitian ini.



Proses pembudidayaan ikan

Penggunaan obat ikan

penyakit proses kimia ikan
) dalam tubuh
Pengujian mutu obat ikan agar terdaftar
di Kementrian Kelautan dan perikanan
Sediaan Sediaan Sediaan Sediaan Sediaan
Obat alami Probiotik Premiks Farmasetik Biologik
Vitamin
Bs Bs

Uji konsistensi
menggunakan KCKT

Gambar 1. Skema kerangka pemikiran



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Vitamin B1 (Thiamine)

Vitamin B (thiamine) adalah salah satu contoh vitamin B yang larut air yang ter-
libat dalam metabolisme glukosa dan lipid. Pada prinsipnya vitamin B1 berperan
sebagai koenzim dalam berbagai reaksi yang terlibat untuk menghasilkan energi
dari karbohidrat dan memindahkan energi yang membentuk senyawa yang disebut
ATP (adenine trifosfat). Kekurangan vitamin B; dapat menyebabkan polyneuritis,
yang disebabkan terganggunya transmisi saraf. Vitamin B adalah bagian dari ko-
enzim thiamin pirofosfat, yaitu memiliki peran penting dalam pemecahan glukosa
untuk energi dan bertindak sebagai koenzim dalam metabolisme asam amino. Vi-
tamin By membantu memecah glukosa menjadi energi, membantu asam amino
rantai cabang, memetabolisme atau menjalani perubahan kimiawi, dan membantu
menjaga kemampuan kognitif. Vitamin B1 juga berperan dalam membantu fungsi
sel saraf. Manfaat vitamin By adalah untuk mempelancar metabolisme, memper-
lancar sirkulasi darah dan mengoptimalkan aktivitas kognitif dan fungsi otak (La-
quale, 2006; Schellack et al., 2015).

CH
N=C~- NH
B C—C-CH—CHOH
HC—C C—CH N<
G \CH—s
N =CH

Gambar 2. Struktur kimia vitamin B:
Sumber: Sumardjo (2008)



2.2 Vitamin Bs (Pyrodixine)

Vitamin Be (pyrodixine) diperlukan dalam beberapa proses metabolisme. Tubuh
membutuhkan vitamin Be untuk reaksi lebih dari 100 enzim. Vitamin Bg juga ber-
peran sebagai kofaktor dalam reaksi enzimatis tubuh yang essensial. Vitamin Be
disebut juga pyrodixine yang memiliki rumus kimia CgH1202n. Vitamin Be ber-
fungsi memelihara keseimbangan unsur P dan K dalam sel dan ikut aktif dalam
pembentukan antibodi. Vitamin Be terdapat dalam sistem enzimatik yang berperan
dalam metabolisme asam amino dan sistem imun tubuh. (Yuniastuti, 2008; Kar-

taspoetra et al., 2010).

CH,OH
4
HO )\~ CH,OH
HC XK _1.*
N

Gambar 3. Struktur kimia vitamin Bs
Sumber: Sumardjo (2008)

2.3 Obat Ikan Sediaan Premiks

Sediaan premiks adalah campuran satu atau lebih zat aktif, biasanya dalam pem-

bawa yang sesuai, yang disiapkan untuk perlengkapan pakan. Premiks biasanya

dalam bentuk granul, serbuk, setengah padat atau bentuk cairan (PER-DJPB,

2021). Obat ikan sediaan premiks dihasilkan dari bahan organik dan anorganik

yang dicampurkan dalam pakan ikan sebagai :

a. Imbuhan pakan (feed additive) merupakan suatu zat yang secara alami tidak
terdapat dalam pakan, yang tujuan pemakaian terutama sebagai pemacu per-
tumbuhan ikan dan kesehatan ikan antara lain xantophyl, antioksidan, dan an-

tijamur.



b. Pelengkapan pakan (feed suplement) merupakan suatu zat yang secara alami
sudah terkandung dalam pakan tetapi jumlahnya perlu peningkatan dengan

menambahkannya dalam pakan, antara lain asam amino, vitamin, dan mine-

ral.

k :
Gambar 4. Obat ikan sediaan serbuk Gambar 5. Obat ikan sediaan cair

Dilihat dalam fungsi dan kegunaannya dalam penyediaan obat ikan sediaan pre-
miks harus mengandung zat alami yang dibutuhkan oleh ikan, tidak mengandung
antibiotik, serta tidak membahayakan kesehatan ikan, lingkungan, dan konsumen.
Obat ikan yang diedarkan harus dikemas dalam wadah yang kedap air dan/atau
bungkus tertentu, tidak mudah pecah atau robek dan tidak bereaksi dengan obat
ikan. Dalam Permen-KP Nomor 1 Tahun 2019 memilih obat ikan yang baik bisa

dilihat pada label kemasan, paling sedikit memuat:

a. nomor sertifikat pendaftaran obat ikan;

b. nama dan alamat produsen/importir obat ikan;
c. nama dagang/merek obat ikan;

d. komposisi obat ikan;

e. berat bersih;

f. peruntukan/indikasi dan ikan target;

g. cara penggunaan dan penyimpanan;

h. kode produksi;

i. tanda sesuai klasifikasi obat ikan;

J. tanggal kadaluarsa.



2.4 Degradasi kandungan vitamin B1 dan Bs pada Obat

Degradasi obat mungkin akan membuat obat berubah bentuk secara estetika se-
hingga tidak dapat digunakan. Obat yang terdegradasi didapati perubahan yang
signifikan, seperti perubahan warna, bau, bentuk dan terdapat cemaran (Fitriani et
al., 2015). Vitamin B dapat mengalami perubahan struktur dalam kondisi ling-
kungan asam dan basa. Hal ini bisa terjadi pada proses pemanasan dan penyim-
panan produk. Vitamin B berperan sebagai koenzim dalam reaksi-reaksi yang
menghasilkan energi dari karbohidrat. Vitamin B: memiliki berbagai sifat, di
antaranya larut dalam air, stabil dalam keadaan kering dan tahan panas dalam ke-
adaan asam. Selain itu, vitamin B1 mudah rusak karena panas (oksidasi) dan mu-
dah rusak oleh pemasakan yang lama (Departemen Gizi dan Kesehatan Masyara-
kat, 2014). Vitamin Be stabil terhadap panas dan juga kurang stabil terhadap asam
dan basa terutama dikombinasikan dengan proses pemanasan. Vitamin Be paling

tahan terhadap pengaruh pengolahan dan penyimpanan (Palupi et al., 2007).

2.5 Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT)

Kromatografi cair kinerja tinggi (KCKT) merupakan pengembangan terkini dari
kromatografi cair kolom klasik, dimana pada KCKT ini terdapat pengembangan
teknologi pada kolom, detektor yang lebih sensiti, dan peka serta kemajuan tekno-
logi pada pompa bertekanan tinggi yang menyebabkan KCKT menjadi suatu me-
tode dengan sistem pemisahan zat yang cepat dan efisien. Kromatografi merupa-
kan suatu teknik pemisahan yang menggunakan fase diam dan fase gerak. Teknik
pemisahan yang paling umum dan paling sering digunakan dalam bidang analisis
kimia dan dapat dimanfaatkan untuk melakukan analisis, baik lingkungan, indus-

tri, dan sebagainya (Gandjar dan Rohman, 2014).

Terdapat dua jenis teknik kromatografi, yaitu kromatografi fase terbalik dan kro-
matografi fase normal. Kromatografi fase terbalik menggunakan fase gerak yang
bersifat polar dan fase diam bersifat non polar. Pada teknik ini sampel yang me-
miliki tingkat kepolaran lebih tinggi akan terelusi lebih awal. Adapun pada



kromatografi fase normal menggunakan fase gerak yang bersifat nonpolar dan fa-
se diam bersifat polar. Pada teknik ini sampel yang memiliki tingkat kepolaran le-

bih rendah akan terelusi lebih awal (Gandjar dan Rohman, 2014).

Gambar 6. KCKT UV-Vis

Metode KCKT memiliki suatu kemampuan untuk memisahkan analit yang kon-
sentrasinya kecil sekaligus dapat menetapkan kadar suatu analit. Kromatografi ca-
ir Kinerja tinggi merupakan suatu metode yang paling banyak digunakan dalam
penetapan kadar suatu sedian obat. Adapun beberapa keuntungan metode, kroma-
tografi cair kinerja tinggi (KCKT) bila dibandingkan dengan metode analisis lain
di antaranya: kolom yang dapat digunakan kembali memiliki berbagai jenis dete-
ktor, waktu analisis relatif singkat, ketelitian yang relatif tinggi, dan dapat memi-
sahkan serta menetapkan suatu kadar secara simultan sehingga digunakan untuk
menganalisis sebagian besar senyawa kimia untuk mendapatkan hasil analisis
yang baik, maka perlu dilakukan suatu optimasi pada metode tersebut. Optimasi
kromatografi cair kinerja tinggi (KCKT) dilakukan dengan tujuan untuk menda-
patkan hasil pemisahan yang lebih baik, waktu analisis yang lebih cepat, dan me-
ningkatkan sensitivitas alat. Ada beberapa variabel yang dilakukan terhadap opti-
masi metode KCKT tersebut, di antaranya: perbandingan fase gerak, laju alir fase

gerak serta fasa diam atau kolom (Ellora et al, 2018).
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2.5.1 Prinsip Kerja KCKT

Prinsip kerja KCKT merupakan proses pemisahan berdasarkan kepolaran dengan
fase gerak cair dipompa di bawah tekanan melalui kolom baja yang mengandung
partikel-partikel fase diam dengan diameter 3-10 um analit tersebut temasuk ke-

dalam bagian atas kolom melalui katup lengkung dan pemisahan suatu campuran
berlangsung sesuai dengan lamanya waktu relatif yang dibutuhkan oleh kompo-

nen di dalam fase diam (Hagihara et al., 2013).

3.5.2 Fase Gerak

Fase gerak biasanya terdiri atas campuran pelarut yang mempunyai daya elusi dan
resolusi terhadap senyawa dalam sampel. Daya elusi dan resolusi ditentukan oleh
polaritas pelarut, polaritas fase diam dan sifat komponen-komponen sampel. Un-
tuk fase normal, yaitu fase diam lebih polar daripada fase gerak dan mempunyai
kemampuan elusi meningkat dengan meningkatnya polaritas pelarut. Sementara
untuk fase terbalik, fase diam kurang polar daripada fase gerak dan mempunyai
kemampuan elusi menurun dengan meningkatnya polaritas pelarut (Harvey,
2000).

2.5.3 Kolom

Pemisahan sampel dari komponen-komponen lainnya terjadi di dalam kolom.
Oleh karena itu, kolom mempunyai peranan yang sangat penting pada KCKT.
Spesifikasi kolom yang biasa digunakan untuk pemisahan analitik yaitu yang ber-
diameter 2-4 mm. Terdapat dua jenis kolom yaitu kolom analitik dan kolom pre-
paratif dengan diameter kolom 6 mm atau lebih besar dengan panjang kolom 25-
100 cm. Kemasan kolom pada kromatografi fase balik yang banyak digunakan
adalah jenis oktadesil silana (Cis) dan okttil silama (Cs). Kolom pada fase normal
yang banyak digunakan adalah alkilnitril dan alkilalamina (Susanti dan Dachriya-
nus, 2014). Pada KCKT kolom merupakan bagian yang sangat penting, karena
pemisahan komponen-komponen sampel terjadi di dalam kolom. Kolom Cis da-
pat digunakanpada penetuan vitamin larut air dan vitamin larut lemak. Kolom ini
mampu memisahkan senyawa dengan kepolaran yang rendah, sedangmaupun

tinggi (Susanti dan Dachriyanus, 2014).
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2.5.4 Pompa

Pompa adalah suatu alat yang digunakan untuk menggerakkan fase gerak dan
sampel yang diinjeksikan menuju kolom. Pompa membantu mengalirkan eluen
dan sampel menuju kolom serta mengontrol aliran dengan sistem terprogram yang
dikendalikan oleh komputer. Pompa yang digunakan sebaiknya mampu memberi-
kan tekanan sampai 5.000 psi dan mampu mengalirkan fase gerak dengan kecepa-
tan alir 3 ml/menit. Pompa juga harus terbuat dari bahan baja agar tidak mudah
berkarat (Rohman, 2009).

2.5.5 Injektor

Injektor adalah tempat digunakan untuk memasukan sampel ke dalam kolom kro-
matografi. Volume penyuntikan biasanya 10-50 pl, Injeksi sampel merupakan su-
atu tahapan yang penting karena meskipun kolom telah memadai hasil kromato-
gram yang ditampilkan tidak akan memadai jika injeksi sampel tidak dilakukan

dengan tepat (Susanti dan Dachrriyanus, 2014).

2.5.6 Detektor

Detektor dapat mendeteksi keberadaan komponen yang telah melewati kolom dan
memberikan sinyal elektronik. Detektor yang terdapat dalam KCKT harus memi-
liki kestabilan dan reprodusibility yang sangat baik, dapat bekerja di temperatur
kamar sampai 400°C, mudah didapat, dan mudah pemakaiannya oleh operator ser-
ta tidak merusak sampel. Terdapat 5 jenis detektor yaitu detektor UV-vis, detektor
fluoresensi, detektor indeks bias, detektor elektrokimia, dan detektor spektra mas-

sa (Susanti dan Dachriyanus, 2014).



I11. METODE

3.1 Tempat dan Waktu

Uji konsistensi vitamin B dan Bs pada obat ikan sediaan premiks dilakukan di
Balai Pengujian Kesehatan lkan dan Lingkungan (BPKIL) Serang. Waktu pelak-
sanaan pada bulan Oktober-November 2022.

3.2 Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam pelaksanaan penelitian ini antara lain neraca analitik,
spatula, gelas beker, labu ukur 5 ml, 10 ml dan 100 ml, batang pengaduk kaca, so-
nikator, vial 1,5 ml, label, syringe spuid 3 ml, nylon syringe filter 0,2 um, kertas

lakmus dan kromatografi cair kinerja tinggi (KCKT).

Sedangkan bahan yang digunakan adalah sampel, akuabides, KH.PO4, NaOH,
natrium heksana-1 sulfonat, metanol analisis, metanol untuk kromatografi cair,

asam meta-fosfat 1%, trietilamin, dan asam fosfat.

3.3 Metode

Metode yang digunakan pada penelitian ini yaitu metode deskriptif-kuantitatif
yang diujikan secara langsung pada bahan uji coba. Pengujian sampel dilaku-
kan secara duplo (dua kali) yang bertujuan agar data pertama dan kedua dapat
dibandingkan. Data akhir merupakan rata-rata dari kedua data tersebut se-
hingga data yang dihasilkan lebih akurat. Teknik pengambilan sampel meng-
gunakan metode purposive sampling. Purposive sampling merupakan suatu
pengambilan sampel berdasarkan lokasi pengambilan dan kriteria sampel

yang sudah ditentukan (Swarjana, 2012)
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3.4 Pelaksanaan

Sampel obat yang diujikan merupakan obat sediaan premiks yang telah teregis-
trasi olen Kementerian Kelautan dan Perikanan serta yang mengandung vitamin
B1 dan Be. Dalam pengujian menggunakan 6 sampel yang terdiri dari 4 produk

yang berbeda.

Tabel 1. Pengelompokkan produk sampel

Produk Batch | Batch 1l
1 O 183 -
2 O 187 -
3 O 190 0 242
4 O 244 O 245

Produk dengan 2 nomor batch yang berbeda diperoleh dari pengambilan sampel di
waktu yang berbeda. Pelaksanaan penelitian adalah yang pertama pembuatan laru-
tan standar B1 dan Bs, preparasi sampel, pengujian sampel dan pengolahan data.
Metode pada pengujian vitamin B1 dan Be mengacu pada Peraturan Direktur Jen-
deral Perikanan Budidaya Nomor 285/PER-DJPB/2021 tentang Pedoman Pengu-
jian Mutu Obat Ikan dan Ratriningrum et al (2022). Pengujian vitamin By dan Be
dilakukan dengan menggunakan instrumen KCKT LC 20-AD Prominance Shima-
dzu. Kolom YMC HPLC coulumn YMC-Triart C18 ( 250 mm L x 4,6 mmID, 5
um, 120 A), degasser 20, detektor UV-Vis, temperatur kolom 30°C, volume inject

20 ul dan laju alir 1 ml/menit.

3.4.1 Pembuatan Fase Gerak

Metode pembuatan fase gerak mengacu pada Ratriningrum et al (2022). Terdapat
dua fase gerak yang dipakai, yaitu fase gerak A dan fase gerak B. Fase gerak A
merupakan larutan metanol dan fase gerak B yaitu larutan KH2PO4 dengan pH 3.0

dengan perbandingan fase gerak yang digunakan yaitu 24:76.



Ditimbang kurang lebih seksama 6,8 g KH-PO. dan 1,8822 g natrium heksana-1

sulfonat

h 4
Dimasukkan kedua zat tersebut ke dalam labu ukur 1000 ml

!

Dilarutkan dengan akuabides hingga batas tanda

!

Disesuaikan pH dengan menambahkan asam fosfat sampai pH mencapai 3

!

Ditambahkan 1 ml trietilamin

!

Disonikasi larutan fase gerak

|

Hasil

Gambar 7. Pembuatan fase gerak B

3.4.2 Pembuatan Larutan Standar

Larutan standar merupakan larutan baku yang digunakan sebagai acuan dalam
pengujian. Larutan standar adalah suatu larutan yang mengandung konsentrasi
yang diketahui secara tepat dari unsur atau zat. Larutan standar juga sering di-
gunakan untuk menentukan konsentrasi dengan membandingkan absorbansi dari

larutan sampel pada panjang gelombang tertentu (Freiser dan Nancollas, 1987).

14



Ditimbang sebanyak 10 mg thiamine di dalam labu 10 ml dengan konsentrasi

1.000 ppm

Dilarutkan dengan akuabides hingga batas tanda

Dipipet 0,5 ml dan dimasukkan ke dalam labu 5 ml dengan konsentrasi yang di-
inject sebanyak 100 ppm

!

Dilarutkan dengan aquabides hingga batas tanda dan disonikasi ‘

!

Disaring menggunakan syringe spuid 3 ml dan nylon syringe filter 0,2 um ‘

!

Dimasukkan ke dalam vial ‘

I

Di-inject ke KCKT ‘

!

Hasil ‘

Gambar 8. Pembuatan larutan standar vitamin B

Ditimbang sebanyak 10 mg pvridoxine di dalam labu 10 ml dengan konsentrasi
1.000 ppm

Dilarutkan dengan akuabides hingga batas tanda

|

Dipipet 0,5 ml dan dimasukkan ke dalam labu 5 ml dengan konsentrasi yang di-

infect sebanyak 100 ppm

| Dilarutkan dengan akuabides hingga batas tanda dan disonikasi |

|

| Disaring menggunakan syringe spuid 3 ml dan nvion syringe filter 0,2 um |

!

| Dimasukkan ke dalam vial |

!

| Di-inject ke KCKT |

!

| Hasil |

Gambar 9. Pembuatan larutan standar vitamin Bg

15
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3.4.3 Pengujian Sampel

Pada pengujian sampel dilakukan penimbangan yang berbeda disebabkan dalam
pengujian menyesuaikan tingkat konsentrasi kandungan vitamin B1 dan Be pada
klaim produk. Pada sampel dengan klaim konsentrasi kandungan B1 dan Be teren-
dah dilakukan penimbangan sampel terbanyak. Hal ini bertujuan agar mudah pada

saat pembacaan di KCKT.

Ditimbang sampel sebanyak 200-500 mg di dalam labu 10 ml

v
Ditambahkan 1 ml NaOH dan | mL meta phosporic acid 1%

‘

Dilarutkan menggunakan akuabides lalu disonikasi

v
Disaring larutan sampel menggunakan syringe spuid 3 ml dan nylon syringe

filter 0,2 uym

£z Y
Dimasukkan ke dalam vials

\J
Di-inject ke KCKT

L\ 4
Hasil

Gambar 10. Preparasi pengujian sampel

3.4.4 Pengolahan Data

Pada penelitian ini data diolah dan dianalisis dengan metode analisis kuantitatif
dari kadar vitamin B dan Be dalam suatu sampel dapat dilakukan berdasarkan
perbandingan pengukuran tinggi atau luas puncak dari kadar vitamin dengan pun-

cak standar referensi pada konsentrasi yang diketahui.



Hasil perhitungan dibuat dalam bentuk tabel yang berisi:
a) Bobot sampel yang ditimbang (dalam mg).
b) Peak area atau peak height sesuai pembacaan KCKT.
c) Konsentrasi vitamin yang diperoleh.
Area sampel

Konsentrasi vit = —————— x konsentrasi standar yang di — inject
Area standar

d) Vitamin terlarut.

Vit terlarut (mg) = konsentrasi yang diperoleh x pelarut (1)

e) mg vitamin tiap gram sampel.

1000 x vit terlarut

mg vit =

mg bobot sampel
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V. KESIMPULAN

5.1 Kesimpulan

Kesimpulan dari penelitian ini yaitu produk 4 dengan kode sampel O 244 dan O
245 yang tidak memenuhi syarat pada kandungan vitamin B1. Hasil pengujian
yang diperoleh di bawah nilai ambang batas yang dipersyaratkan, sedangkan pada
ketiga produk lainnya diperoleh hasil dengan konsistensi yang baik. Parameter
kandungan vitamin Be dari keempat produk sampel yang diuji diperoleh hasil
yang memenuhi syarat, dengan hasil pengujian masing-masing sampel diperoleh

konsistensi kandungan yang baik.

5.2 Saran
Adapun saran pada penelitian ini yaitu perlu ditambahkan parameter lainnya yang
termasuk kedalam vitamin larut air pada obat ikan sediaan premiks yang terakre-

ditasi.
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