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LAMPIRAN

Lampiran 1. Skema Kerja Penelitian
Lampiran 1.1 Skema Kerja Keseluruhan

Pengambilan Sampel

A
Preparasi Sampel

4
Pembuatan Larutan Sampel

Analisis Kualitatif dengan KLT

Validasi Metode Analisis
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4

A4

Uji Linearitas

Akurasi dan Presisi LOD & LOQ

Selektivitas

v
Penetapan Kadar Sildenafil Sitrat

Pengumpulan dan Analisis Data

Kesimpulan




Lampiran 1.2 Preparasi Sampel

23

Sampel

Timbang 10 mg sampel

Masukkan ke dalam labu erlenmeyer
Larutkan dalam 50 mL metanol
Sonikasi campuran selama 30 menit
Saring dengan kertas  saring
Whatman

Uapkan di waterbath pada suhu

50°C sampai kering

Ekstrak sampel

Lampiran 1.3 Pembuatan Larutan Sampel

Ekstrak Sampel

Timbang 10 mg ekstrak sampel
Masukkan ke dalam labu tentukur 10
mL

Cukupkan dengan metanol hingga
tanda batas

Sonikasi selama 15 menit hingga
ekstrak larut

Larutan sampel
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Lampiran 1.4 Analisis Kualitatif dengan KLT

Larutan sampel

- Totolkan sampel pada lempeng KLT

- Biarkan beberapa saat hingga mengering.

- Masukkan lempeng KLT yang telah
mengandung totolan ke dalam chamber
yang telah dijenuhkan sebelumnya
dengan fase gerak berupa kloroform:
metanol (1:4).

- Biarkan  hingga lempeng terelusi
sempurna

- Angkat dan keringkan lempeng KLT.

\ 4

Amati warna secara visual dan dibawah
sinar UV 254 nm dan 366 nm

Lampiran 1.5 Validasi Metode Analisis
Lampiran 1.5.1 Pembuatan Larutan Baku

Baku Sildenafil Sitrat

- Timbang 10 mg baku sildenafil sitrat

- Masukkan ke dalam labu tentukur 10
mL

- Cukupkan dengan metanol hingga
tanda batas

- Sonikasi selama 15 menit hingga
larut

- Larutan stok 1000 ppm yang
diperoleh, diencerkan hingga 500
ppm dan 100 ppm

Larutan baku 500 ppm
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Lampiran 1.5.2 Pembuatan Kurva Baku, Uji Linearitas, LOD dan LOQ

Larutan baku 500 ppm

A

4

Dipipet larutan baku sildenafil sitrat
sebanyak 0,1 mL; 0,15 mL; 0,2 mL;
0,25 mL; 0,3 mL; 0,35 mL; dan 0,4
mL ke dalam masing-masing labu
tentukur 5 mL sehingga diperoleh
larutan dengan konsentrasi sebesar
10 ppm, 15 ppm, 20 ppm, 25 ppm, 30
ppm, 35 ppm, dan 40 ppm
Masing-masing seri  konsentrasi
larutan dicukupkan dengan metanol
PA hingga mencapai tanda batas
Larutan dihomogenkan.

Persamaan regresi linear

Lampiran 1.5.3 Uji Akurasi dan Presisi

Larutan baku 40 ppm

Larutan dianalisis 6 replikasi

Larutan dianalisis menggunakan
spektrofotometri  UV-Vis  hingga
absorbansi larutan didapatkan
Hitung konsentrasi larutan
berdasarkan absorbansi

Uji Akurasi: %recovery larutan
Uji Presisi: %RSD larutan
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Lampiran 1.5.4 Uji Selektivitas

Larutan baku sildenafil sitrat 100 ppm, larutan sampel 100 ppm,
dan larutan sampel spike

- Larutan dianalisis menggunakan
spektrofotometri UV-Vis pada
panjang gelombang 200 — 400 nm

4
Spektrum masing-masing larutan

Lampiran 1.6 Penetapan Kadar Sildenafil Sitrat dalam Sampel

Larutan sampel 1000 ppm

- Larutan dianalisis menggunakan
spektrofotometri UV-Vis pada
panjang gelombang 292,60 nm

A
Konsentrasi sildenafil sitrat dalam sampel




Lampiran 2. Perhitungan Data
Lampiran 2.1 Perhitungan Data Nilai Rf

Nilai Rf Baku Sildenafil Sitrat

Nilai Rf = jarak yang ditempuh senyawa

jarak yang ditempuh eluen

w

8

53
0,71

Nilai Rf Sampel E

jarak yang ditempuh senyawa

Nilai Rf =

jarak yang ditempuh eluen
4

53
=0,75

Nilai Rf Sampel G

jarak yang ditempuh senyawa

Nilai Rf =

jarak yang ditempuh eluen

4,3

53
0,81

Nilai Rf Sampel |

_ jarak yang ditempuh senyawa

Nilai Rf =
jarak yang ditempuh eluen

_42
5,3

=0,79

Nilai Rf Sampel K

_ jarak yang ditempuh senyawa

Nilai Rf =
jarak yang ditempuh eluen

_38
53

=0,71

Nilai Rf Sampel M

jarak yang ditempuh senyawa

Nilai Rf =

jarak yang ditempuh eluen
_38
53

=0,71

Nilai Rf Sampel F

_ jarak yang ditempuh senyawa

Nilai Rf =
jarak yang ditempuh eluen

_41
5,3

=0,77

Nilai Rf Sampel H

_ jarak yang ditempuh senyawa

Nilai Rf =
jarak yang ditempuh eluen

_42
53

=0,79

Nilai Rf Sampel J

_ jarak yang ditempuh senyawa

Nilai Rf =
jarak yang ditempuh eluen

_4.2
5,3

=0,79

Nilai Rf Sampel L

_ jarak yang ditempuh senyawa

Nilai Rf =
jarak yang ditempuh eluen

_4.2
5,3

=0,79

Nilai Rf Sampel N

_ jarak yang ditempuh senyawa

Nilai Rf =

jarak yang ditempuh eluen
_41
53
=0,77

27



28

Nilai Rf Sampel O Nilai Rf Sampel P
o jarak yang ditempuh senyawa o jarak yang ditempuh senyawa
Nilai Rf = 2= Y Nilai Rf = 22220 Y
jarak yang ditempuh eluen jarak yang ditempuh eluen
=42 _38
53 53
=0,79 =0,71

Lampiran 2.2 Perhitungan Data Akurasi dan Presisi

Uji Akurasi, %recovery dengan rumus:

konsentrasi yang diperoleh
Yrecovery = . x 100%
konsentrasi yang sebenarnya

Uji Presisi, %RSD dengan rumus:

SD
%RSD = =————— x 100%

Rata-rata
Konsentrasi 40 ppm
Replikasi 1:
K trasi _(1,0413-0,0438) 36.94
onsentrasi = 0.0270 = 56,94 ppm
36,94
Y%recovery = 20 x 100% = 92,36%
Replikasi 2:

Konsentrasi _(1,0481 - 0,0438) = 3790 pOm
onsentrasi = 0.0270 =9/,20 pp
37,20
Y%recovery = 0 x 100% =92,99%

Replikasi 3:

Konsentrasi _(1,0456 - 0,0438) = 3710 pom
onsentrasi = 0.0270 =35/,10 pp
37,10
Y%recovery = 0 x 100% =92,76%

Replikasi 4:
K trasi _ (1,0498 - 0,0438) _ 37 26
onsentrasi = 0.0270 =9/,2b ppm
37,26
%recovery = —— x100% =93,15%

40



Replikasi 5:

Konsentrasi _(1,0467 - 0,0438) ~ 37 14 pom
onsentrasi = 0.0270 =o/,14 pp
37,14
Srecovery = 20 x 100% = 92,86%

Replikasi 6:
K trasi _ (1,0460- 0,0438) —3712
onsentrasi = 0.0270 =37,12 ppm
37,12
Y%recovery = x 100% =92,80%

40

(92,36 + 92,99 + 92,76 + 93,15 + 92,86 + 92,80)%

Rata-Rata %recovery =

6
. (36,94 + 37,20 + 37,10 + 37,26 + 37,14 + 37,12)
Rata-Rata konsentrasi = 6
SD =0,00287
%RSD _ 000287 x 100% =0,0077%
° T 737,13 ° B °

Lampiran 2.3 Perhitungan Data LOD dan LOQ
Nilai LOD dan LOQ dengan rumus:

Batas deteksi:

LOD _3,3x3yl/x
]
_3,3x0,012150 _ 1 4850
T T 00270 aesUeem
Batas kuantitasi:
LoQ = 10 x Sy/x
S
10 x 0,012150
= ————————— =4,5001 ppm

0,0270

29

=92,82%

=37,13



Lampiran 2.4 Perhitungan Data %Kadar

Rumus %Kadar sebagai berikut.

X

%Kadar = Konsentrasi terukur
%Kadar Sampel K:
Replikasi 1:
y =0,0270x - 0,0438
0,5750 =0,0270x - 0,0438
0,0270x =0,5750 + 0,0438
_0,6188
X ~ 0,0270
X = 22,92 ug/mL = 0,02292 mg/mL
Jadi, %Kadar Sildenafil sitrat = 2% x 100%
=2,292%
Replikasi 2:
y =0,0270x - 0,0438
0,5620 =0,0270x - 0,0438
0,0270x =0,5620 + 0,0438
_ 0,6058
X ~ 0,0270
X = 22,44 ug/mL = 0,02244 mg/mL
Jadi, %Kadar Sildenafil sitrat = % x 100%
= 2,244%
Replikasi 3:
y =0,0270x - 0,0438
0,5750 =0,0270x - 0,0438
0,0270x =0,5750 + 0,0438
_ 06188
X ~ 0,0270
X = 22,92 pg/mL = 0,02292 mg/mL
Jadi, %Kadar Sildenafil sitrat = ﬁf);’j x 100%
=2,292%
Y%Kadar Sampel M:
Replikasi 1:
y =0,0270x - 0,0438
0,6911 =0,0270x - 0,0438
0,0270x =0,6911 + 0,0438
« _0,7349

= 0,0270

x 100%
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X = 27,22 pyg/mL = 0,02722 mg/mL
Jadi, %Kadar Sildenafil sitrat =222 x 100%
=2,722%
Replikasi 2:
y =0,0270x - 0,0438
0,6555 =0,0270x - 0,0438
0,0270x = 10,6555 + 0,0438
_0,6993
X ~ 0,0270
X = 25,90 pg/mL = 0,02590 mg/mL
Jadi, %Kadar Sildenafil sitrat = 212;9;’ x 100%
=2,590%
Replikasi 3:
y =0,0270x - 0,0438
0,7035 =0,0270x - 0,0438
0,0270x =0,7035 + 0,0438
_0,7473
X ~ 0,0270
X = 27,68 yg/mL = 0,02768 mg/mL
Jadi, %Kadar Sildenafil sitrat = 220 x 100%
=2,768%
%Kadar Sampel P:
Replikasi 1:
y =0,0270x - 0,0438
0,8115 =0,0270x - 0,0438
0,0270x =0,8115 + 0,0438
_0,8553
X ~ 0,0270
X = 31,68 pg/mL = 0,03168 mg/mL
Jadi, %Kadar Sildenafil sitrat = 325 x 100%
= 3,168%
Replikasi 2:
y =0,0270x - 0,0438
0,8326 =0,0270x - 0,0438
0,0270x =0,8326 + 0,0438
0,8764
X =
0,0270
X = 32,46 pg/mL = 0,03246 mg/mL

Jadi, %Kadar Sildenafil sitrat = % x 100%

=3,246%
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Replikasi 3:
y =0,0270x - 0,0438
0,8235 =0,0270x - 0,0438
0,0270x =0,8235 + 0,0438
_0,8673
X ~ 0,0270
X =32,12 yg/mL = 0,03212 mg/mL
Jadi, %Kadar Sildenafil sitrat = 2222 x 100%
=3,212%

Lampiran 3. Hasil Analisis Spektrofotometri UV-Vis

Lampiran 3.1 Hasil Analisis Akurasi dan Presisi

LABORATORIUM BIOFARMAKA

FAKULTAS FARMASI UNIVERSITAS HASANUDDIN

Gedung Pusat Kegiatan Penelitian Lantai [V Wing B

Standard Table
Sample ID Type Ex Conc WL292,6 Wagt.Factor
1 blank Standard 0,0000 0,0001 1,0000
2 silde 3 Standard 40,0000 1,0413 1,0000
3 silde 4 Standard 40,0000 1,0380 1,0000
4 silde 5 Standard 40,0000 1,0365 1,0000
5 silde 6 Standard 40,0000 1,0481 1,0000
6 silde 7 Standard 40,0000 1,0456 1,0000
7 silde 8 Standard 40,0000 1,0498 1,0000
8 silde 9 Standard 40,0000 1,0467 1,0000
9 silde 10 Standard 40,0000 1,0480 1,0000
10

Standard Curve

1,1548 T T

1,0000

Abs.

0,5000

0,0000
-0,1048 L 1

0,0000 10,0000
Conc. (mg/l)
y =0,02610 x +0,00012
Correlation Coefficient r2 = 0,99983

40,0000

32
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Lampiran 3.2 Hasil Analisis Kurva Baku, Linearitas, LOD dan LOQ

LABORATORIUM BIOFARMAKA
FAKULTAS FARMASI UNIVERSITAS HASANUDDIN

Gedung Pusat Kegiatan Penelitian Lantai IV Wing B

Standard Curve

1,1553 T . .

1,0000

Abs.

0,5000

Standard Table
Sample ID Type Ex Conc WL292,6 | Wgt.Factor
1 blank Standard 0,0000 0,0001 1,0000
2 baku shil 2 Standard 10,0000 0,2324 1,0000
3 baku shil 3 Standard 15,0000 0,3540 1,0000
4 baku shil 4 Standard 20,0000 0,5070 1,0000
5 baku shil 5 Standard 25,0000 0,6319 1,0000
6 baku shil 9 Standard 30,0000 0,7466 1,0000
7 baku shil & Standard 35,0000 0,9016 1,0000
8 baku shil 7 Standard 40,0000 1,0483 1,0000
9

Lampiran 3.3 Hasil Analisis Penetapan Kadar

0,0000

-0,1284 L L L
0,0000 10,0000
Conc. (mgfl)

40,0000

y=0,02625 x - 0,02142
Correlation Coefficient r2 = 0,99805

LABORATORIUM BIOFARMAKA

FAKULTAS FARMASI UNIVERSITAS HASANUDDIN

Gedung Pusat Kegiatan Peneltian Lantai IV Wing B

Standard Table ‘Standard Curve:
Sample 1D Type Ex | Conc WL2826 | WgtFactor 1.15 T T T
7 Hark Standard 00000 00001 1,0000
El bk shil 2 Standard 10,0000 02334 1,0000 1.0000)
3 bk shil 3 Standard 15,0000 10,3540 1,0000
3 Bk shil 4 Standard H0,0000 05070 7,0000
5 baku shil § Standasd 25,0000 0.6319 1,0000
3 Bk shil § Standard 50,0000 07466 7,0000
7 Bk hil 6 Standard 35,0000 08016 70000 8
8 bk shil T Standard 30,0000 10483 1,0000 < 05000 b
B
0,000 s
0,1284 i | s
0.0000 10,0000 40,0000
Canc. (mgh]
¥ = 002625 x - 002142
Corretation Cosfficient r2 = 090805
Sarhs Tabiu Sample Graph
SBamphe ID Type Ex Com 0.9158 T T T T
1 ek Unkncsn
2 " -
H ) [ | m L] i
3 = Liskrcswn 08000/
¥ ) Uk
g w1 e [] L
B ] =) .
7 w3 Urkresm 08000 - "
JiX ks
£ Ji¥ F Urknewn
10 Jor 3 Urknewn
7 LI E
02000 E
10,0000 g
1 1 1 1
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Lampiran 4. Hasil Uji Penegasan KLT Dua Dimensi

Gambar 12. Elusi 1 dengan eluen kloroform:metanol (1:4), Sampel K; Sampel M;
Sampel P pada UV 254 nm

Gambar 13. Elusi 1 dengan eluen kloroform:metanol (1:4), Sampel K; Sampel M;
Sampel P pada UV 366 nm

Gambar 14. Elusi 2 dengan eluen etil asetat:kloroform:ammonia (9:1:0,2), Sampel K;
Sampel M; Sampel P pada 254 nm
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Gambar 15. Elusi 2 dengan eluen etil asetat:kloroform:ammonia (9:1:0,2), Sampel K;
Sampel M; Sampel P pada 366 nm



Lampiran 5. Dokumentasi

Gambar 16. Proses
penimbangan baku Sildenafil
sitrat

]

Gambar 20. Prose

penyaringan sampel

sampel

36
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Gambar 22. Proses kurva baku,
linearitas, LOD dan LOQ

selektivitas

Gambar 27. AIt Spektrofotometer UV-Vis

Gambar 26. Analisis
Spektrofotometri UV-Vis
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