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ABSTRAK

FEBE EKA RISANTI. Analisis Kadar Hidrokuinon pada Sediaan Serum yang
Mengandung Arbutin dan Derivat Ester Arbutin Menggunakan Metode
Spektrofotometri UV-Vis (dibimbing oleh Yusnita Rifai dan Christiana Lethe).

Serum merupakan salah satu bentuk sediaan kosmetik yang beredar
di pasaran. Arbutin dan derivat ester arbutin merupakan bahan yang
digunakan sebagai pemutih dengan permasalahan dapat terdegradasi
menjadi hidrokuinon. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui
kestabilan arbutin dan derivat ester arbutin yang terdapat dalam sediaan
serum secara kimia berdasarkan indikator terdegradasi atau tidaknya
sediaan tersebut menjadi hidrokuinon. Hidrokuinon dalam sediaan yang
mengandung arbutin dan derivatnya tidak diperbolehkan. Metode yang
digunakan pada penelitian ini yaitu spektrofotometri UV-Vis. Penelitian
meliputi uji kuantitatif dan uji verifikasi. Dari pengujian diperoleh panjang
gelombang maksimum hidrokuinon vyaitu 294 nm. Hasil uji kuantitatif
menunjukkan serum arbutin dan serum derivat ester arbutin tidak
terdegradasi menjadi hidrokuinon karena tidak membentuk peak yang
spesifik pada panjang gelombang 294 nm yang menunjukkan kedua serum
stabil secara kimia. Hasil uji verifikasi memenuhi persyaratan dengan
r=0,997, RSD=0,14%, dan perolehan kembali sebesar 98,15% .

Kata kunci : Serum, hidrokuinon, arbutin, derivat ester arbutin, spektro-

fotometri UV-Vis .



ABSTRACT

FEBE EKA RISANTI. Analysis Of Hydroquinone Levels In Serum Containing
Arbutin And Ester Arbutin Derivate By Spectrophotometry UV-Vis Method
(supervised by Yusnita Rifai and Christiana Lethe).

Serum is one form of cosmetic preparations on the market. Arbutin
and ester arbutin derivate are materials used as bleach with problems being
degraded to hydroquinone. The purpose of this study is to determine the
stability of arbutin and arbutin ester derivatives contained in serum
preparations chemically based on indicators of whether or not the degraded
preparations become hydroquinone. Hydroquinone in preparations containing
arbutin and its derivatives is not allowed. The method used in this research is
UV-Vis spectrophotometry. Research includes quantitative tests and
verification tests. From the test, the maximum wavelength of hydroquinone is
294 nm. Quantitative test results show that arbutin serum and ester arbutin
derivate serum are not degraded to hydroquinone because they do not form
specific peaks at a wavelength of 294 nm which shows that both serums are
chemically stable. Verification test results meet the requirements with r =
0.997, RSD = 0.14%, and recovery is equal to 98,15%.

Keywords: Serum, hydroquinone, arbutin, ester arbutin derivate, spectro-

photometry UV-Vis.
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BAB |

PENDAHULUAN

I.1 Latar Belakang

Kulit putih dan cerah merupakan hal yang diinginkan setiap orang,
terutama kaum wanita. Oleh karena itu setiap orang berusaha untuk menjaga
dan memperbaiki kesehatan kulitnya. Perawatan kulit dengan berbagai
produk kosmetik telah menjadi trend masa kini bagi wanita modern dan
merupakan sebuah kebutuhan bagi seorang wanita untuk memperoleh
kecantikan yang akan menunjang penampilan dan meningkatkan
kepercayaan diri. Kosmetik menurut Peraturan Badan Pengawas Obat Dan
Makanan Republik Indonesia Nomor 18 Tahun 2015 Tentang Persyaratan
Teknis Bahan Kosmetika adalah bahan atau sediaan yang dimaksudkan
untuk digunakan pada bagian luar tubuh manusia (epidermis, rambut, kuku,
bibir dan organ genital bagian luar) atau gigi dan membran mukosa mulut
terutama untuk membersihkan, mewangikan, mengubah penampilan
dan/atau memperbaiki bau badan atau melindungi atau memelihara tubuh
pada kondisi baik. Salah satu produk kosmetik yang digunakan yaitu serum

pemutih.

Serum adalah produk perawatan kulit yang diaplikasikan pada kulit
setelah dibersihkan dan sebelum dilembabkan dengan produk kosmetik

lainnya (Akshay,2017). Serum memiliki molekul-molekul yang kecil yang



dapat menembus jauh ke dalam kulit dan menjaga konsentrasi bahan aktif
tetap sama sampai menembus target dalam kulit sehingga sediaan serum
cocok dipakai untuk membuat produk kosmetik yang menargetkan masalah
perawatan kulit tertentu seperti pigmentasi dan tanda-tanda penuaan
(Akshay, 2017). Bahan pemutih yang sering dipakai untuk kelainan
hiperpigmentasi adalah hidrokuinon, asam kojik, asam azeleat, vitamin c,

glabridin, dan arbutin (Bandem, 2013).

Arbutin adalah glikosida dari hidrokuinon yang digunakan secara topikal
untuk memutihkan kulit dengan mekanisme kerja menghambat enzim
tyrosinase sehingga mencegah pembentukan melanin yang membentuk
pigmen kulit (Bandem, 2013). Pada penelitian mengenai sintesis enzimatik
ester arbutin dan efek penghambatan pada sintesis melanin,arbutin dapat
disintesis secara enzimatik dengan penambahan asam undesilinat pada
posisi 6 dari struktur glukosa membentuk ester (Tokiwa et al, 2007). Hasil
yang diperoleh dalam penelitian juga menunjukkan bahwa ester arbutin lebih
efisien dalam menurunkan produksi melanin sebanyak 30% dibandingkan
dengan arbutin serta lebih mudah berpenetrasi masuk ke dalam kulit untuk
memberikan aktivitas antimelanogenik sehingga dapat digunakan dalam

sediaan kosmetik.

Menurut European Commission (2008) ,arbutin khususnya [3-arbutin
dalam sediaan kosmetik stabil pada rentang pH 4-8 dan apabila tidak stabil

akan terdegradasi membentuk terutama hidrokuinon. Dalam Peraturan



Badan POM Nomor 18 Tahun 2015 tentang Persyaratan Teknis Bahan
Kosmetika, hidrokuinon hanya diperbolehkan untuk kosmetika sediaan kuku
artifisial dengan kadar maksimum 0,02%, sehingga hidrokuinon termasuk
bahan yang dilarang untuk sediaan kosmetika selain sediaan kuku buatan.
Efek samping yang umum terjadi setelah paparan hidrokuinon pada kulit
adalah iritasi, kulit menjadi merah (eritema), dan rasa terbakar. Efek ini
terjadi segera setelah pemakaian hidrokuinon konsentrasi tinggi yaitu diatas
4%. Sedangkan untuk pemakaian hidrokuinon dibawah 2% dalam jangka
waktu lama secara terus-menerus dapat terjadi leukoderma kontak dan
okronosis eksogen (BPOM, 2016). Berdasarkan surat edaran Badan POM
Nomor HK. 06.4.42.422.08.17.1160 Tahun 2017 tentang penggunaan bahan
arbutin pada kosmetika, harus disertakan data berupa hasil pengujian
hidrokuinon, uji stabilitas produk, uji klinis stabilitas selama pemakaian pada
kulit, dan harus mencantumkan kondisi penyimpanan pada penandaan. Hasil
pengujian hidrokuinon dapat dijadikan parameter stabilitas kimia sediaan

kosmetik arbutin.

Berdasarkan hal diatas maka perlu dilakukan analisis kadar hidrokuinon
pada sediaan serum baik yang mengandung arbutin maupun derivat ester
arbutin. Metode yang digunakan untuk menganalisis kadar hidrokuinon yaitu
dengan spektrofotometri UV-Vis. Metode spektrofotometri dipilih karena
mudah dan biaya lebih murah. Selain itu senyawa hidrokuinon memiliki

gugus ausokrom dan gugus kromofor pada struktur kimianya sehingga



memenuhi syarat untuk di analisis menggunakan metode spektrofotometri

(Gandjar dan Abdul, 2018).

.2 Rumusan Masalah

Apakah arbutin dan derivat ester arbutin dalam sediaan serum

terdegradasi menjadi hidrokuinon ?

[.3 Tujuan Penelitian

Untuk mengetahui kestabilan sediaan serum arbutin dan derivat ester
arbutin secara kimia berdasarkan indikator terdegradasi atau tidaknya

sediaan tersebut menjadi hidrokuinon.



BAB Il

TINJAUAN PUSTAKA

1.1 Kulit

Kulit merupakan organ tubuh terbesar pada manusia yang memiliki
fungsi proteksi. Pada manusia dewasa dengan berat 70 kg, berat kulit
mencapai 5 kg dan melapisi seluruh permukaan tubuh seluas 2 m?
(Murlistyarini  dkk, 2018). Kulit memiliki fungsi sebagau barrier fisik,
perlindungan terhadap agen infeksius, termoregulasi, sensasi, proteksi
terhadap sinar ultraviolet (UV), serta regenerasi dan penyembuhan luka

(Chu, 2012).

Kulit terutama tersusun dari 3 lapisan yaitu epidermis, dermis, dan
hipodermis. Epidermis dipisahkan dengan dermis oleh dermal-epidermal
junction dan di bawah dermis terdapat lemak subkutan (hipodermis) (Chu,
2012). Masing-masing lapisan kulit memiliki fungsi dan peran masing-masing

seperti yang dapat dilihat pada tabel 1 (Murlistyarini dkk, 2018).

Tabel 1. Fungsi kulit

Fungsi

Lapisan Kulit
Barrier permeabilitas Epidermis
Proteksi dari pathogen Epidermis dan dermis
Termoregulasi Epidermis, dermis, dan hypodermis
Sensasi Epidermis, dermis, dan hypodermis
Proteksi UV Epidermis
Regenerasi/penyembuhan luka Epidermis dan dermis
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Gambar 1. Lapisan kulit (Murlistyarini dkk, 2018).

[I.1.1Epidermis

Epidermis merupakan lapisan kulit terluar yang nampak oleh mata.
Ketebalan epidermis berkisar antara 0,4 — 1,5 mm. Mayoritas sel yang
terdapat pada epidermis adalah keratinosit. Epidermis terdiri dari 4 lapisan
yang memiliki diferensiasi keratinosit yang berbeda-beda. Empat lapisan
epidermis dimulai dari lapisan paling dalam yaitu lapisan basal, spinosus,

granulosum, dan korneum (Chu, 2012).

Keratinosit berdiferensiasi dari sel basal yang poliferatif hingga akhirnya
menjadi sel yang berdiferensiasi akhir di lapisan korneum yang merupakan
lapisan terluar dari kulit. Lapisan basal merupakan lokasi utama dari sel-sel
yang aktif secara mitotik. Keratinosit pada lapisan basal berbentuk kolumnar

kemudian berdiferensiasi menjadi sel yang berbentuk pipih dan tidak berinti



pada lapisan korneum. Lapisan korneum inilah yang berperan sebagai
protektor mekanik kulit dan berperan sebagai barrier terhadap water loss.
Diferensiasi keratinosit dari sel basal hingga ke lapisan korneum biasanya
membutuhkan waktu 28-30 hari (Murlistyarini dkk, 2018). Di antara sel-sel
keratinosit terdapat melanosit, sel Langerhans dan sel Merkel. Melanosit
merupakan sel dendritik yang mendistribusikan pigmen melanin ke sekitar
keratinosit sehingga warna kulit muncul. Sel Langerhans juga merupakan sel
dendritik yang berasal dari sumsum tulang, berfungsi sebagai antigen-
presenting cells dan berperan pada proses imun adaptif di kulit. Sel Merkel
berperan sebagai reseptor mekanosensori untuk memberi respon terhadap

sentuhan (Chu, 2012).

I1.1.2Dermis

Lapisan dermis merupakan sistem integrasi dari jaringan konekitif
fibrosa, filamentosa, dan difus yang juga merupakan lokasi terdapatnya
pembuluh darah dan saraf di kulit. Serabut kolagen merupakan komponen

yang paling banyak terdapat di dermis (Chu, 2012).

Dermis merupakan komponen terbesar yang menyusun kulit dan
membuat kulit memiliki kemampuan elastisitas dan dapat diregangkan.
Lapisan kulit ini juga memiliki fungsi untuk melindungi tubuh dari trauma
mekanik, mengikat air, membantu dalam proses regulasi suhu tubuh, dan
mengandung reseptor sensorik. Terdapat dua region dari dermis, yaitu

papilla dermis dan retikuler dermis. Kedua region tersebut dapat terlihat



secara histologist. Papilla dermis berbatasan dengan epidermis, mengikuti
kontur epidermis, dan biasanya ketebalannya tidak lebih dari 2 kali tebal
epidermis. Sedangkan retikuler dermis membentuk sebagian besar dari
lapisan dermal. Lapisan ini terutama tersusun dari serabut kolagen dengan

diameter besar (Murlistyarini dkk, 2018).

[I.1.3Hipodermis (Subkutis)

Hipodermis tersusun dari kumpulan sel-sel adiposit yang tersusun
menjadi lobulus-lobulus yang dibatasi oleh septum dari jaringan ikat fibrosa.
Jaringan pada hipodermis berfungsi untuk melindungi tubuh, berperan
sebagai cadangan energy, dan melindungi kulit dan berperan sebagai
bantalan kulit. Lapisan ini juga memiliki peran secara kosmetik yaitu dalam
membentuk kontur tubuh seseorang. Selan itu, lemak juga memiliki fungsi
endokrin dengan melakukan komunikasi dengan hipotalamus melalui sekresi
leptin untuk mengubah energy di tubuh dan regulasi nafsu makan. Sekitar
80% dari lemak pada tubuh manusia terdapat di subkutis. Pada laki-laki non-
obese, sekitar 10-12% berat badan tubuhnya merupakan lemak, sedangkan
pada wanita sekitar 15-20% berat badan merupakan lemak (Murlistyarini dkKk,

2018).

1.2 Melanin

Melanin adalah butiran pigmen penting sebagai pelindung kulit dari

sinar ultraviolet. Melanin dibentuk oleh sel khusus yang disebut sel bening/



melanosit (melanocytes) yang terletak di Stratum germinativum atau lapisan

basal (basal layer) dari epidermis (Windiyanti dan Tjahjono, 2019).

Proses pemebentukan melanin disebut dengan melanogenesis. Proses
ini membutuhkan O,, enzim tirosinase, sinar ultraviolet, dan suhu tinggi.
Produksi enzim tirosinase meningkat dengan meningkatnya radiasi sinar
ultraviolet. Enzim tirosinase mengandung tembaga yang mengkatalis proses
oksidasi fenol seperti tirosin. Tirosin yang terbentuk teroksidasi menjadi L-
DOPA (Dioxy phenylalanine). L-DOPA kemudian teroksidasi menjadi
dopakuinon kemudian melalui 2 tahap oksidasi menjadi dopakrom.
Dopakrom kemudian menjadi 5,6-dihidroksiindol yang kemudian teroksidasi
menjadi Indol-5,6-kuinon. Indol-5,6-kuinon dengan bantuan oksigen

terpolimerisasi menghasilkan melanin (Windiyanti dan Tjahjono, 2019).

Pembentukan melanin di dalam melanosit sangat kompleks. Ada 2
macam pigmen melanin dengan variasi warna yang terjadi (Tranggono dan
Latifah, 2007).

1. Eumelanin
Memberikan warna gelap, terutama hitam, coklat, dan variasinya. Pigmen
ini tidak larut hampir di semua jenis pelarut, mempunyai berat molekul
yang tinggi, mengandung nitrogen, terjadi karena oksidasi polimerisasi

dari bentuk intermediate yang berasal dari DOPA.
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2. Pheomelanin
Memberikan warna cerah, kuning sampai merah, larut dalam alkali,
mengandung nitrogen dan sulfur. Terutama terdiri dari Benzotiazin dan
Benzotiazol, berasal dan sisteinildopa, misalnya terdapat pada rambut

manusia dan pada melanoma.

Orang yang berkulit gelap mempunyai lebih banyak sel melanosit
dibandingkan dengan orang berkulit putih sehingga lebih tahan terhadap
sengatan sinar matahari. Sebaliknya orang berkulit putih lebih mudah
terpapar sinar matahari sehingga lebih rentan terbakar dan terkena kanker

kulit (Dwikarya, 2002).

Melanin penting dalam melindungi kulit, tetapi apabila jumlah melanin
berlebihan akan menyebabkan hiperpigmentasi. Hiperpigmentasi adalah
bercak kehitaman pada kulit yang terjadi karena enzim tirosinase
mencetuskan produksi melanin berlebih. Penyebab hiperpigmentasi
bervariasi seperti paparan sinar matahari yang berlebihan, obat KB, hormone
replacement therapy (HRT), kehamilan, beberapa antibiotik, dan kadang-
kadang karena iritasi kulit sehingga hiperpigmentasi sulit diatasi. Tindakan
pengelupasan kimiawi selama beberapa efektif untuk pengobatan
hiperpigmentasi dan lebih baik dikombinasi dengan terapi penunjang

lainnnya untuk hasil yang lebih memuaskan (Murlistyarini, 2015).
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Gambar 2. Hiperpigmentasi (Murlistyarini, 2015)

1.3 Kosmetika

Kosmetika menurut Peraturan Badan Pengawas Obat Dan Makanan
Republik Indonesia Nomor 18 Tahun 2015 Tentang Persyaratan Teknis
Bahan Kosmetika adalah bahan atau sediaan yang dimaksudkan untuk
digunakan pada bagian luar tubuh manusia (epidermis, rambut, kuku, bibir
dan organ genital bagian luar) atau gigi dan membran mukosa mulut
terutama untuk membersihkan, mewangikan, mengubah penampilan
dan/atau memperbaiki bau badan atau melindungi atau memelihara tubuh
pada kondisi baik. Bahan Kosmetika adalah bahan atau campuran bahan
yang berasal dari alam dan/atau sintetik yang merupakan komponen

kosmetika termasuk bahan pewarna, bahan pengawet dan bahan tabir surya.

Salah satu produk kosmetika yang paling banyak digunakan adalah
kosmetik pemutih. Produk pemutih kulit adalah produk yang mengandung
bahan aktif yang dapat menekan atau menghambat pembentukan melanin

atau menghilangkan melanin yang sudah terbentuk sehingga memberikan
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warna kulit yang lebih putih (BPOM, 2016). Bahan pemutih yang sering
dipakai untuk kelainan hiperpigmentasi adalah hidrokuinon, asam kojik, asam
azeleat, vitamin c, glabridin, dan arbutin (Bandem, 2013). Produk ini didesain
untuk bekerja dengan cara berpenetrasi ke dalam kulit dan mengganggu
produksi pigmen oleh sel kulit. Di beberapa negara produk ini digolongkan
sebagai obat dan bukan sebagai kosmetik yang digunakan dengan bebas.
Sedangkan di negara Asia seperti di Jepang, kosmetik yang berfungsi
sebagai pemutih/pencerah kulit masih beredar sebagai kosmetik yang
digemari, oleh karena itu bahan-bahan yang dapat digunakan sebagai
pemutih/pencerah banyak diteliti dan dikembangkan (BPOM, 2016). Selain
itu di sisi lain, penambahan bahan-bahan berbahaya yang berefek
memutihkan juga sering terjadi. Bahan-bahan berbahaya yang sering
ditemukan dalam produk kosmetik antara lain merkuri, arsenik, kromium,

kortikosteroid, dan kadmium (Haryanti dkk, 2018).

Bentuk sediaan kosmetika diantaranya yaitu krim, gel, dan serum.
Serum adalah produk perawatan kulit yang diaplikasikan pada kulit setelah
dibersinkan dan sebelum dilembabkan dengan produk kosmetik lainnya
Serum memiliki molekul-molekul yang kecil yang dapat menembus jauh ke
dalam kulit dan menjaga konsentrasi bahan aktif tetap sama sampai
menembus target dalam kulit sehingga sediaan serum cocok dipakai untuk
membuat produk kosmetik yang menargetkan masalah perawatan kulit

tertentu seperti pigmentasi dan tanda-tanda penuaan. Serum dapat
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diaplikasikan dengan cara disemprotkan, drops, ataupun pump (Akshay,

2017).

1.4 Arbutin

Arbutin adalah hidrokuinon glikosida dengan 2 isoform, 4-
hydroxyphenyl-a-glucopyranoside dan 4-hydroxyphenyl-B-glucopyranoside.
Itu diperoleh dari berbagai tanaman Ericaceae (bearberry, pohon strawberry,
huckleberry, heather), Saxifragaceae, Asteraceae, Rosaceae, Lamiaceae,
dan keluarga Apiaceae (Couteau and Coifford, 2016). Arbutin digunakan
secara topikal untuk memutihkan kulit dengan mekanisme kerja menghambat
enzim tyrosinase sehingga mencegah pembentukan melanin yang
membentuk pigmen kulit (Bandem, 2013). Arbutin dibedakan menjadi 2 yaitu
bentuk alpha dan beta. Menurut European Commission (2008), R3-arbutin
dalam sediaan kosmetik stabil pada rentang pH 4-8. Sementara menurut
European Commission (2015), a-arbutin stabil pada rentang pH 4,5-6,5.
Apabila arbutin tidak stabil akan terdegradasi membentuk terutama

hidrokuinon.

OH
OH

Gambar 3. Struktur (2R,3S,4S,5R,6S)-2-(hydroxymethyl)-6-(4-hydroxyphenoxy)oxane-

3,4,5-triol (Bandem, 2013)
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Seiring waktu, arbutin kemudian dikembangkan turunannya salah
satunya adalah bentuk ester. Pada penelitian yang dilakukan oleh Tokiwa et
al (2007), Tokiwa mensintensis arbutin menjadi bentuk ester secara
enzimatik dengan penambahan asam undesilinat pada posisi 6 dari struktur
glukosa membentuk ester. Selain mensintesis dilakukan juga pengujian efek
penghambatan terhadap sintesis melanin. Hasil yang diperoleh dalam
penelitian menunjukkan bahwa ester arbutin lebih efisien dalam menurunkan
produksi melanin sebanyak 30% dibandingkan dengan arbutin serta lebih
mudah berpenetrasi masuk ke dalam kulit untuk memberikan aktivitas

antimelanogenik sehingga dapat digunakan dalam sediaan kosmetik.

I
H?C_O_C_(C HQ]Q_CH:CHE
o OA@OH
OH
OH
OH

Gambar 4. Struktur ester arbutin (Tokiwa et al, 2007)

1.5 Hidrokuinon

Hidrokuinon adalah senyawakimia yang bersifat larut air, padatannya
berbentuk kristal jarum tidak berwarna, jika terpapar cahaya dan udara
warnanya akan berubah menjadi lebih gelap. Hidrokuinon seringkali
digunakan sebagai pemutih dalam kosmetik. Cara kerja hidrokuinon dalam

mencerahkan kulit adalah melalui mekanisme efek toksik hidrokuinon
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terhadap melanosit (sel tempat sintesis melanin/pigmen hitam pada kulit) dan
melalui penghambatan melanogenesis (proses pembentukan melanin). Efek
toksik hidrokuinon terjadi karena hidrokuinon berkompetisi dengan tirosin
sebagai substrat untuk tirosinase (enzim yang berperan dalam pembentukan
melanin), sehingga tirosinase mengoksidasi hidrokuinon dan menghasilkan

benzokinon yang toksik terhadap melanosit (BPOM, 2016).

HO OH

Gambar 5. Struktur Benzene-1,4-diol (BPOM, 2016)

Dalam Peraturan Badan POM Nomor 18 Tahun 2015 tentang
Persyaratan Teknis Bahan Kosmetika, hidrokuinon hanya diperbolehkan
untuk kosmetika sediaan kuku artifisial dengan kadar maksimum 0,02%,
sehingga hidrokuinon termasuk bahan yang dilarang untuk sediaan
kosmetika selain sediaan kuku buatan. Efek samping yang umum terjadi
setelah paparan hidrokuinon pada kulit adalah iritasi, kulit menjadi merah
(eritema), dan rasa terbakar. Efek ini terjadi segera setelah pemakaian
hidrokuinon konsentrasi tinggi yaitu diatas 4%. Sedangkan untuk pemakaian
hidrokuinon dibawah 2% dalam jangka waktu lama secara terus-menerus

dapat terjadi leukoderma kontak dan okronosis eksogen (BPOM, 2016).
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1.6 Spektrofotometri UV-Vis

Spektrofotometri UV-Vis merupakan salah satu teknik analisis
spektroskopi yang memakai sumber radiasi eleltromagnetik ultraviolet dekat
(190-380) dan sinar tampak (380-780) dengan memakai instrumen
spektrofotometer. Spektrofotometri UV-Vis melibatkan energi elektronik yang
cukup besar pada molekul yang dianalisis, sehingga spektrofotometri UV-Vis
lebih banyak dipakai untuk analisis kuantitatif ketimbang kualitatif (Mulja dan

Suharman, 1995).

Spektrofotometer  terdiri atas  spektrometer dan  fotometer.
Spektrofotometer menghasilkan sinar dari spektrum dengan panjang
gelombang tertentu dan fotometer adalah alat pengukur intensitas cahaya
yang ditranmisikan atau yang diabsorpsi. Spektrofotometer tersusun atas
sumber spektrum yang kontinyu, monokromator, sel pengabsorpsi untuk
larutan sampel atau blangko dan suatu alat untuk mengukur perbedaan

absorpsi antara sampel dan blangko ataupun pembanding (Khopkar, 1990).

Spektrofotometri didasarkan pada hukum Beer, dimana berdasarkan
pengukuran transmitansi atau absorbansi dalam suatu larutan yang
diletakkan ke dalam suatu sel transparan. Secara matematis, hukum Beer
dapat dirumuskan sebagai berikut (Skoog et al, 2006):

A=-log T=¢ebc (1)
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Dimana :

A : Absorbansi

T : Transmitansi

€ : Koefisien Absorptivitas Molar
b : Panjang kuvet

C: Konsentrasi Larutan

——————

|
|

Gambar 6. Bagian alat spektrofotometer UV-Vis, A=sumber cahaya, B=monokromator,
Cl=kompartemen sampel 1, C2=kompartemen sampel 2, D=detektor, dan E=rekorder

(Triyati, 1985)

Sumber cahaya dipergunakan untuk pengukuran absorpsi. Sumber
cahaya ini harus memancarkan sinar dengan kekuatan yang cukup untuk
penentuan dan pengukuran, juga harus memancarkan cahaya
berkesinambungan yang berarti harus mengandung semua panjang
gelombang dari daerah yang dipakai. Kekuatan sinar radiasi harus konstan
selama waktu yang diperlukan. Sumber cahaya tampak yang paling umum
dipakai adalah lampu Wolfram. Sedangkan sumber radiasi Ultra-violet biasa
dipergunakan lampu Hidrogen atau Deuterium yang terdiri dari tabung kaca
dengan jendela dari kwartz yang mengandung Hidrogen dengan tekanan

tinggi. Oleh karena kaca menyerap radiasi Ultra-violet, maka sistim optik
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Spektrofotometer Ultra-Violet dan sel harus dibuat dari bahan kwartz (Triyati,

1985).

Monokromator dipergunakan untuk memisahkan radiasi ke dalam
komponen-komponen panjang gelombang dan dapat memisahkan bagian
spektrum yang diinginkan dari lainnya. Sel absorpsi dipakai dari bahan silika,
kuvet dan plastik banyak dipakai untuk daerah sinar tampak. Kualitas data
absorbans sangat tergantung pada cara pemakaian dan pemeliharaan sel.
Sidik jari, lemak atau pengendapan zat pengotor pada dinding sel akan
mengurangi transmisi. Jadi sel-sel itu harus bersih sekali sebelum dipakai

(Triyati, 1985).

Detektor dipergunakan untuk menghasil-kan signal elektrik dimana

signal elektrik ini sebanding dengan cahaya yang diserap (Triyati, 1985).



BAB Il

METODE KERJA

1.1 Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini yaitu alat-alat gelas (Iwaki
Pyrex®) yang umum digunakan dalam laboratorium, hot plate stirrer, labu
tentukur, mikropipet, pipet volume, spektrofotometer UV-Vis (Shidmadzu®),

timbangan digital (Ohaus®), dan vial.

Adapun bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu baku
hidrokuinon (Sigma Aldrich®), HCI 4 N, metanol P (pro analysis, Mercks®),
natrium sulfat anhidrat, serum arbutin dan serum derivat ester arbutin koleksi

Laboratorium Farmasetika Universitas Hasanuddin.

1.2 Metode Kerja
[11.2.1 Uji Kuantitatif

111.2.1.1 Pembuatan Larutan Baku Hidrokuinon

Baku hidrokuinon ditimbang teliti sebanyak 10 mg dimasukkan ke
dalam labu tentukur 10 mL, kemudian ditambahkan metanol P sampai tanda
batas sehingga diperoleh larutan baku dengan konsentrasi 1000 ppm . Dari
larutan baku 1000 ppm dipipet sebanyak 1 mL ke dalam labu tentukur 10 mL,
kemudian ditambahkan metanol P sampai tanda batas sehingga diperoleh

konsentrasi larutan baku 100 ppm (Odumosu dan Ekwe, 2010).

19
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[11.2.1.2 Penentuan Panjang Gelombang Maksimum Hidrokuinon

Sebanyak 1,25 mL larutan baku hidrokuinon dipipet dari konsentrasi
100 ppm, dimasukkan ke dalam labu tentukur 5 mL lalu ditambahkan
metanol P sampai tanda batas. Larutan dihomogen lalu diukur pada panjang

gelombang 260-400 nm (Odumosu dan Ekwe, 2010).

111.2.1.3 Pembuatan Kurva Kalibrasi Hidrokuinon

Larutan baku 100 ppm dibuat menjadi konsentrasi larutan 15, 17.5, 20,
22.5, dan 25 ppm kemudian dimasukkan ke dalam labu tentukur 5 mL lalu
ditambahkan metanol P sampai tanda batas. Absorbansi masing-masing
larutan dibaca dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang

gelombang maksimum (Odumosu dan Ekwe, 2010).

[11.2.1.4 Penentuan Kadar Hidrokuinon dalam Sampel

Serum arbutin dan serum derivat ester arbutin masing-masing
ditimbang teliti sebanyak 1,2 gram, ditambahkan 6 tetes HCl 4 N dan 10 mL
metanol P kemudian dipanaskan menggunakan hot plate stirrer selama 1
menit . Sampel kemudian disaring menggunakan kertas saring yang berisi 1
gram natrium sulfat anhidrat kemudian hasil saringan dimasukkan ke dalam
labu tentukur 10 mL dan ditambahkan metanol P sampai tanda batas.
Absorbansi larutan kemudian dibaca menggunakan spektrofotometer UV-Vis
pada panjang gelombang maksimum. Masing-masing sampel dilakukan

replikasi sebanyak tiga kali (Odumosu dan Ekwe, 2010).
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11.2.2 Uji Verifikasi

I11.2.2.1 Linearitas

Pengujian linearitas dilakukan dengan mengukur absorbansi larutan
hidrokuinon 15, 17.5, 20, 22.5, dan 25 ppm. Hasil yang memenuhi syarat
linieritas adalah koefisien kolerasi (r) mendekati 1 (Miller, 2005).

y =a + bx (2)

111.2.2.2 Presisi

Pengujian presisi dilakukan dengan mengukur absorbansi larutan
hidrokuinon sebanyak 7 kali pada konsentrasi 20 ppm. Hasil yang memenuhi

persyaratan yaitu RSD > 2 % (Miller,2005).

RSD = 22x 100% 3)
X

11.2.2.3 Akurasi

Pengujian akurasi dilakukan dengan mengukur absorbansi larutan
hidrokuinon konsentrasi 15 ppm, 20 ppm, dan 25 ppm, masing-masing
sebanyak tiga kali (triplo). Hasil akurasi yang baik apabila nilai perolehan

kembali berada pada rentang 90-110% (Miller, 2005).

konsentrasi total—konsentrasi sampel

%perolehan kembali = x100 % 4)

konsentrasi baku sebenarnya



BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pada penelitian analisis kadar hidrokuinon pada sediaan serum yang
mengandung arbutin dan derivat ester arbutin dilakukan 2 pengujian yaitu uji

kuantitatif dan uji verfikasi.

IV.1 Uji Kuantitatif

Pada pengujian kuantitatif digunakan alat spektrofotometer UV-Vis.
Metode spektrofotometri dipilih karena mudah dan biaya lebih murah. Selain
itu senyawa hidrokuinon memiliki gugus ausokrom dan gugus kromofor pada
struktur kimianya sehingga memenuhi syarat untuk di analisis menggunakan

metode spektrofotometri (Gandjar dan Abdul, 2018).

IV.1.1 Penentuan panjang gelombang maksimum hidrokuinon

Baku hidrokuinon yang telah dibuat dalam larutan 25 ppm diukur
menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 260-400
nm. Hasil yang diperoleh menunjukkan bahwa panjang gelombang
maksimum baku hidrokuinon berada pada 294 nm dengan nilai absorbansi
0,71227. Menurut penelitian yang dilakukan oleh Odumosu dan Ekwe (2010)
dan Primadiamanti dkk (2019), masing-masing memperoleh panjang
gelombang maksimum baku hidrokuinon sebesar 294 nm. Hasil dapat dilihat

pada gambar 7.

22
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Gambar 7. Hasil pengukuran penentuan panjang gelombang maksimum hidrokuinon

IV.1.2 Pembuatan kurva kalibrasi hidrokuinon

Kurva kalibrasi hidrokuinon dibuat dengan mengukur 5 konsentrasi

larutan baku hidrokuinon yaitu 15, 17.5, 20, 22.5, dan 25 ppm. Hasil

pengukuran pengukuran larutan baku hidrokuinon dapat dilihat pada tabel 2.

Tabel 2. Hasil pengukuran kurva kalibrasi hidrokuinon

Sampel Konsentrasi Abs. <294 nm>
Hidrokuinon std. 15 ppm 0,31027
Hidrokuinon std. 17.5 ppm 0,41301
Hidrokuinon std. 20 ppm 0,54140
Hidrokuinon std. 22.5 ppm 0,63173
Hidrokuinon std. 25 ppm 0,72478

Berdasarkan hasil yang diperoleh pada tabel diatas dapat dilihat bahwa

semakin besar konsentrasi larutan maka nilai absorbansinya juga semakin

besar. Hasil ini sesuai dengan hukum Lambert-Beer dimana nilai absorbansi
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suatu larutan berbanding lurus dengan konsentrasi larutan (Gandjar dan

Rohman, 2007).

Data kemudian diplot menggunakan rumus (2), dan diperoleh nilai
persamaan y= -0,314 + 0,041x dengan nilai r=0,9979. Hasil kurva kalibrasi

dapat dilihat pada gambar 8.
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Gambar 8. Kurva kalibrasi baku hidrokuinon

IV.2.3 Penentuan kadar hidrokuinon dalam sampel

Sampel yang akan diuji yaitu serum arbutin dan serum derivat ester
arbutin yang telah melalui uji dipercepat selama 12 hari, masing-masing
terdiri dari 3 formula. Sebelum diuji, kedua sampel terlebih dahulu
dipreparasi. Pada proses preparasi, sampel ditetesi HCI dengan tujuan agar
hidrokuinon dapat terpisah dari senyawa lain yang terdapat dalam sediaan
serum. Senyawa arbutin dan derivat ester arbutin dapat terdegradasi dalam
suasana asam/basa apabila pH sediaan tidak berada dalam rentang 4-8

yang merupakan rentang kestabilan pH untuk B-arbutin (European



25

Commision, 2008). Sampel kemudian dilarutkan dengan metanol P yang
selanjutnya dipanaskan untuk menghomogenkan. Proses selanjutnya sampel
disaring dengan kertas saring yang berisi natrium sulfat anhidrat untuk

menarik fase air (Primadiamanti dkk,2019).

Dari pengujian terhadap serum ester arbutin dari ketiga formula
didapatkan hasil tidak terbentuknya peak pada panjang gelombang 294 nm
yang merupakan panjang gelombang hidrokuinon namun terbentuk peak
pada panjang gelombang 283-284 nm. Hasil dapat dilihat pada gambar

9a,b,c.

Pada penelitian yang dikerjakan oleh Jerry Kenneth dan Ririn Priska
(data belum dipublikasikan) diperoleh panjang gelombang maksimum ester
arbutin yaitu 220 nm dan 286 nm. Berdasarkan hal tersebut ada
kemungkinan senyawa yang terekstraksi dan terbaca pada gelombang 283-
284 nm tersebut adalah senyawa ester arbutin dan untuk memperkuat hasil
maka dilakukan optimasi ekstraksi yaitu plasebo sediaan ditambahkan
dengan baku hidrokuinon kemudian diekstraksi seperti pada metode kerja
kemudian diukur dan didapatkan hasil yaitu muncul peak pada panjang
gelombang 294 nm yang sesuai dengan hasil pada penentuan panjang

gelombang maksimum. Hasil dapat dilihat pada gambar 9d.

Pada pengujian terhadap serum arbutin dari ketiga formula juga

didapatkan hasil tidak terbentuknya peak pada panjang gelombang 294 nm
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yang merupakan panjang gelombang hidrokuinon namun terbentuk peak

pada panjang gelombang 305 nm. Hasil dapat dilihat pada gambar 10a,b,c.

Pada penelitian yang dilakukan oleh Jerry Kenneth dan Ririn Priska
(data belum dipublikasikan) diperoleh panjang gelombang maksimum yaitu
215 nm dan 287 nm yang menunjukkan hasil yang berbeda jauh dari yang
didapatkan pada penelitian ini sehingga dilakukan pengujian terhadap bahan
arbutin yang digunakkan dalam formulasi dan dari pengujian diperoleh hasil
panjang gelombang maksimum arbutin pada 302 nm. Selain dari mengukur
panjang gelombang maksimum arbutin, dilakukan juga optimasi ekstrasi
terhadap arbutin yaitu dengan mengukur plasebo yang ditambahkan arbutin
sesuai dengan formula yang dibuat dan didapatkan hasil terbentuk peak
pada panjang gelombang 305 nm dengan absorbansi sebesar 3,05440. Hasil
pengukuran dapat dilihat pada gambar 10d dan 10e. Berdasarkan hal

tersebut ada kemungkinan senyawa arbutin juga ikut terekstraksi.

Hal yang paling penting adalah baik senyawa arbutin, ester arbutin, dan
hidrokuinon memiliki struktur yang mirip sehingga proses ekstraksi yang
dilakukan tidak spesifik hanya untuk menarik senyawa hidrokuinon. Pada
penelitian ini juga, peak yang muncul pada pengukuran serum ester arbutin
dan serum arbutin melewati panjang gelombang 294 nm tetapi peak yang

muncul tidak ada pada titik 294 nm.
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(@) (b)

(c) (d)
Gambar 9. Hasil pengukuran (a) formula 1 serum ester arbutin, (b) formula 2 serum

ester arbutin, (c) formula 3 serum ester arbutin, dan (d) optimasi ekstraksi
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W om w wm w w
(e)
Gambar 10. Hasil pengukuran (a) formula 1 serum arbutin, (b) formula 2 serum

arbutin, (c) formula 3 serum arbutin, (d) panjang gelombang maksimum arbutin, dan

(e) optimasi ektraksi terhadap arbutin



29

IV.2 Uji verifikasi

IV.2.1 Liniearitas

Pada pengujian linearitas digunakan 5 konsentrasi larutan yang
berbeda. Hasil yang diperoleh yaitu nilai koefisien relasi (r) = 0,9979. Nilai
koefisien korelasi mendekati 1 menyatakan hubungan yang linier antara
konsentrasi dan serapan yang dihasilkan, dengan kata lain peningkatan nilai
serapan berbanding lurus dengan peningkatan konsentrasinya yang sesuai
dengan kriteria penerimaan koefisien korelasi (r) yang baik yaitu r mendekati

1 (Miller,2005). Hasil pengukuran dapat dilihat pada tabel 2.

IV.2.2 Presisi

Presisi merupakan ukuran keterulangan metode analisis dan biasanya
diekspresikan sebagai simpangan baku relatif (Gandjar dan Rohman, 2007).
Pada pengujian presisi konsentrasi tengah dari kurva baku yaitu 20 ppm

diukur sebanyak 7 kali. Hasil pengukuran diperoleh dapat pada tabel 3.

Tabel 3. Hasil pengukuran presisi

Sampel Konsentrasi Abs. <294 nm>
Hidrokuinon std. 20 ppm 0,55018
Hidrokuinon std. 20 ppm 0,55066
Hidrokuinon std. 20 ppm 0,55001
Hidrokuinon std. 20 ppm 0,55082
Hidrokuinon std. 20 ppm 0,55007
Hidrokuinon std 20 ppm 0,55196

Hidrokuinon std 20 ppm 0,55154
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Dari data diatas diperoleh nilai Sd= 0,00075 dan rata-rata 0,55075
sehingga, diperoleh persentase RSD sebesar 0,14 % yang memenubhi

persyaratan yaitu > 2 % (Miller,2005).

IV.2.3 Akurasi

Akurasi merupakan ketelitian metode analisis atau kedekatan antara
nilai terukur dengan nilai yang diterima baik nilai konvensi, nilai sebenarnya,
atau nilai rujukan. Akurasi diukur sebagai banyaknya analit yang diperoleh
kembali pada suatu pengukuran dengan melakukan spiking pada suatu
sampel (Gandjar dan Rohman, 2007). Pengukuran akurasi menggunakan
metode penambahan baku dan diperoleh hasil rata-rata perolehan kembali
sebesar 98,15 % yang memenuhi persyaratan yaitu 90-110% (Miller, 2005).

Hasil pengukuran dapat dilihat pada tabel 4.

Tabel 4. Hasil pengukuran akurasi
Konsentrasi

Sampel rata-rata si?t?%ertt;:ih perolehan kembali (%)
serum
Serum + baku 15 ppm 25.51 98.67
Serum + baku 15 ppm 25.49 98.53
Serum + baku 15 ppm 25.50 98.59
Serum + baku 20 ppm 30.63 99.59
Serum + baku 20 ppm 10.71 ppm 30.62 99.53
Serum + baku 20 ppm 30.63 99.58
Serum + baku 25 ppm 34.86 96.58
Serum + baku 25 ppm 34.76 96.18
Serum + baku 25 ppm 34.73 96.09

Rata-rata 98.15




BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

V.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan baik serum arbutin
maupun serum derivat ester arbutin tidak terdegradasi menjadi hidrokuinon
karena tidak membentuk peak yang spesifik pada panjang gelombang 294

nm yang menunjukkan kedua serum stabil secara kimia.

V.2 Saran

Perlu dilakukan ekstraksi yang lebih spesifik untuk hidrokuinon.
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Lampiran 1

Skema kerja

10 mg baku
hidrokuinon

Dilarutkan dengan metanol dalam labu
tentukur 10 mL

A\ 4
Larutan baku
hidrokuinon 1000 ppm

-Dipipet sebanyak 1 mL ke dalam labu
tentukur 5 mL

- Ditambahkan metanol sampai tanda
batas

\ 4
Larutan baku
hidrokuinon 100 ppm

-Dipipet sebanyak 1,25 mL ke
dalam labu tentukur 5 mL
-Ditambahkan dengan metanoll
sampai tanda batas
-Diukur pada 250-400 nm

-Dipipet masing-masing 0,75 ; 0,875
;11,125 ; 1,25 mL ke dalam labu
tentukur 5 mL

-Ditambahkan  dengan  metanol
masing-masing sampai tanda batas

Panjang gelombang Larutan baku hidrokuinon
maksimum 15, 17.5, 20, 22.5, dan 25
Y Diukur pada panjang gelombang
. . ksi
Larutan baku hidrokuinon 20 ppm v axsim

Absorbansi dan linearitas

Diukur pada panjang gelomban
maksimum sebannyak 7 kali
pengukuran

A 4

Absorbansi dan %RSD (Presisi)
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Sampel serum

Ditimbang sebanyak 1,2 gram

_ Disuspensikan dengan 10 mL metanol
Ditambahkan larutan baku hidrokuinon 15, 20, dan
25 ppm

-Diukur pada panjang panjang gelombang
maksimum dengan masing-masing 3 replikasi

-Ditimbang sebanyak 1,2 gram
-Ditambahkani HCI 4 N sebanyak 6 tetes
dan metanol 10 mL

-Dipanaskan dengan hot plate stirrer
-Disaring dengan kertas saring berisi 1
gram natrium sulfat

T~

Absorbansi =2 %
recovery (akurasi)

Hasil saringan

_ Dimasukkan ke dalam labu tentukur

10 mL

_ Dicukupkan dengan metanol
sampai tanda batas

_ Diukur pada panjang gelombang
maksimum dengan masing-masing
3 replikasi

A 4

Absorbansi = kadar




Lampiran 2

Perhitungan pengenceran

Larutan baku 1000 ppm =» 100
ppm
CixVi=Cax Vs
1000 x V1 =100 x 10
Vi =1mL
Larutan baku hidrokuinon 100 ppm
1. 15 ppm
CixVi=Cax V>
100 xV; =15x5
Vi =0,75mL
2.17,5 ppm
CixVi=Cax V>
100xV; =17,5x5

Vi =0,875mL

3. 20 ppm

CixVi=GCoxV,

100 x V1

Vi

=20x5

=1mL

4. 22,5 ppm

CixVi=GCoxV,

100 x V;
Vi

5. 25 ppm

=225x5

=1,125mL

CixVi=GCoxV,

100 x V1

Vi

=25x5

=1,25mL
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Lampiran 3

Dokumentasi penelitian

Gambar 11. Penimbangan Hidrokuinon  Gambar 12. Larutan baku hidrokuinon 1000
ppm

Gambar 13. Larutan baku hidrokuinon Gambar 14. Larutan baku hidrokuinon 15,
100 ppm 17.5, 20, 22.5, dan 25 ppm



Gambar 15. Larutan pengujian presisi

Gambar 17. Pemanasan sampel

Gambar 16. Penimbangan serum

1 B

Gambar 18. Penyaringan sampel
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