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ABSTRAK

Quercetin memiliki banyak manfaat kesehatan antara lain: antidiabetes,
antiobesitas, antioksidan, antivirus, antiinflamasi, antikanker. Penggunaan
quercetin karena quercetin merupakan senyawa flavonoid yang banyak
ditemukan pada tumbuhan tingkat tinggi, dan memiliki aktivitas antioksidan
yang kuat. Validasi Metode juga merupakan persyaratan peraturan utama
dalam analisis farmasi dengan kepatuhan sesuai pedoman atau bab farmakope
apa pun dengan cakupan yang sama. Verifikasi metode analisis bertujuan untuk
memastikan bahwa analis dapat menerapkan metode analisis dengan baik dan
menjamin kualitas hasil pengujian. Verifikasi metode analisis kuersetin dalam
buffer fosfat pH 7,4 menggunakan spektrofotometer UV-vis (T60) dapat
disimpulkan bahwa parameter linearitas, batas deteksi (LOD), batas
kuantifikasi (LOQ), akurasi dan presisi telah memenuhi persyaratan dengan
hasil berurutan berikut ini. ; 0,9995;1,427;4,326;102;0,273. Hasil verifikasi metode
analisis ini diharapkan dapat diterapkan dalam metode analisis dengan baik
dan menjamin kualitas hasil pengujian.

ABSTRACT

Quercetin has many health benefits including: antidiabetic, antiobesity,
antioxidant, antiviral, anti-inflammatory, anticancer. The use of quercetin is due
to quercetin is a flavonoid compound that is found in almost higher plants, and
has strong antioxidant activity. Method Validation is also the main regulatory
requirement in pharmaceutical analysis with compliance as per the guidelines
or chapter any pharmacopeia of the same scope. Verification of analytical
methods aims to ensure that analysts can apply analytical methods properly and
guarantee the quality of test results. Verification of the analytical method of
quercetin in phosphate buffer pH 7.4 using a UV-vis spectrophotometer (T60) it
can be concluded that the linearity parameters, detection limit (LOD),
quantification limit (LOQ), accuracy and precision have met the requirements
with the following sequential results. ; 0.9995;1.427;4,326;102;0.273. The results
of the verification of this analytical method are expected to be applied in the
analytical method properly and ensure the quality of the test results.

flavonoid yang termasuk dalam kelompok

Quercetin  memiliki banyak manfaat
kesehatan antara lain: antidiabetes, antiobesitas,
antioksidan, antivirus, antiinflamasi,
antikanker. Proses ekstraksi quercetin dilakukan
dengan hidrolisis asam, karena quercetin tidak
hanya terdapat dalam bentuk bebas, tetapi juga
dalam bentuk terikat sebagai glikosida yaitu
isoquercitrin ~ (Sulistyowati =~ dkk.,  2021).

Quercetin dan kaemferol merupakan senyawa

flavonol ~yang dapat berperan dalam
meningkatkan sistem kekebalan tubuh, yaitu
dengan meningkatkan aktivitas interleukin-2
dan proliferasi limfosit (Rauf et al., 2016).
Flavonoid melalui mekanismenya juga dapat
digunakan untuk pengobatan anteroskelosis,
antiinflamasi, antitumor, antitrombogenik,
antivirus, dan antiosteoporosis (Simanjuntak,

2012).
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Penggunaan quercetin karena quercetin
merupakan senyawa flavonoid yang banyak
ditemukan pada tumbuhan tingkat tinggi, dan
memiliki aktivitas antioksidan yang kuat.
Quercetin merupakan senyawa golongan
flavonoid yang terdiri dari gugus keto pada
atom C-4 dan gugus hidroksi pada atom C-3
atau C5 (Desmiaty et al., 2009). Validasi Metode
adalah atribut kualitas penting untuk evaluasi
bahan obat apa pun melalui metode yang
ditetapkan di laboratorium kendali mutu.
Validasi Metode juga merupakan persyaratan
peraturan utama dalam analisis farmasi dengan
kepatuhan sesuai pedoman atau bab
farmakope mana pun dengan cakupan yang
sama (Malviya et al., 2021).

Validasi dianggap sebagai aktivitas
praktik manufaktur yang baik (GMP);
eksperimen validasi harus didokumentasikan
dengan baik dan dilakukan pada instrumentasi
dan peralatan yang memenuhi syarat dan
terkalibrasi. Pada tahap ini, harus ada bukti
terdokumentasi bahwa metode tersebut kuat.
USP telah menerbitkan pedoman khusus untuk
validasi metode untuk evaluasi gabungan. USP
mendefinisikan delapan langkah validasi yaitu
Akurasi, Presisi, Spesifisitas, Batas Deteksi,
Batas Kuantitas, Linearitas dan Jangkauan
(Malviya et al., 2021).

Berdasarkan uraian di atas, maka akan
dilakukan penelitian terkait verifikasi metode
spektroskopi uv vis, dengan menggunakan
larutan standar quercetin. Verifikasi metode
analisis bertujuan untuk memastikan bahwa
analis dapat menerapkan metode analisis
dengan baik dan menjamin kualitas hasil
pengujian. Verifikasi metode diperlukan
apabila terdapat perubahan pada instrumen
yang digunakan pada analisis sebelumnya atau
metode tersebut sudah lama digunakan.
Verifikasi metode ini diharapkan dapat
dijadikan standar penggunaan spektroskopi uv
vis di laboratorium.

Metode

Jenis Penelitian

Jenis penelitian ini adalah eksperimental
dengan melakukan analisis larutan kuersetin
menggunakan spektorofotometer Uv-Vis

Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian ini dilakukan di Laboratorium
Kimia, Universitas Borneo Lestari

Populasi dan Sampel

Populasi dalam penelitian ini adalah
rangkaian analisis kuersetin menggunakan
spektorofotometer Uv-Vis dan Sampel yang
digunakan adalah Kuersetin

Instrumen Penelitian
Instrumen pada
menggunakan spektorofotometer Uv-Vis (T60)

penelitian ini

Alat dan Bahan

Alat dan bahan yang digunakan dalam
penelitian ini adalah spektrofotometri UV-Vis
(T60), kuvet, labu takar 10 ml, neraca analitik,
kertas roti, mikropipet, kuersetin, etanol 96%,
pelarut buffer fosfat pH 7,4.

Preparasi Larutan Induk

Quercetin ditimbang hati-hati dengan
neraca analitik seberat 10,0 mg lalu dilarutkan
dengan larutan buffer fosfat pH 7,4 dalam labu
ukur 10 mL sampai tanda batas, kemudian
dikocok hingga homogen. Dari larutan ini
diambil kembali 1,0 ml secara hati-hati dan
diencerkan dengan 10 ml buffer fosfat pH 7,4.
Larutan standar induk diperoleh dengan
konsentrasi 100 ppm. (Bakti et al., 2017).

Penentuan Panjang Gelombang

Ambil larutan dengan konsentrasi 100
ppm, serapannya diukur pada rentang panjang
gelombang 200-400 nm (Cordenonsi et al.,
2017). Panjang gelombang yang menunjukkan
tinggi nilai serapan merupakan panjang
gelombang maksimum. (Bakti et al., 2017).

Penentuan Operatingtime

Penentuan  waktu operasi dibaca
menggunakan panjang gelombang maksimum
yang diperoleh dengan interval 5 menit dimulai
dari 0 menit hingga 60 menit untuk
mendapatkan nilai serapan yang stabil (Bakti et
al., 2017).
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Penentuan Kurva Baku

Rangkaian kurva standar diambil dari
larutan induk yang akan diencerkan menjadi
rangkaian kurva standar 10, 20, 30, 40, dan 50
ppm (Jha et al., 2020), dibiarkan sesuai dengan
hasil waktu pengoperasian.
dilakukan deret kadar serapan menggunakan
spektrofotometer UV-Vis pada panjang
gelombang maksimum dan dibuat persamaan
regresi linier (Bakti et al.,2017).

Pembacaan

Verifikasi metode analisis
Linearitas

Larutan induk kuersetin 1000 ppm diambil
sebanyak jumlah yang diperlukan sehingga
diperoleh konsentrasi 10, 20, 30, 40 dan 50 ppm
dalam 10 mL. Masing-masing larutan deret
konsentrasi diambil 1 mL dan dilakukan
pembacaan dengan spektrofotometer UV-Vis
pada panjang gelombang 375 nm. Hasil
penyerapan yang diperoleh  kemudian
dianalisis dengan persamaan regresi linier dan
diperoleh R (koefisien relasional). Nilai
linearitas dikatakan baik jika nilai r 0,995 atau 1.
Linearitas  ditentukan berdasarkan nilai
koefisien korelasi (r) persamaan regresi y = bx +
a (Riadi, 2016).

Akurasi

Larutan dengan konsentrasi 40 ppm
dibuat dan dihitung sehingga diperoleh
konsentrasi awal setara dengan 80, 100 dan
120%. Konsentrasi yang dilakukan diulang
sebanyak 3 kali. Setiap konsentrasi dibaca
dengan spektrofotometer UV-Vis pada panjang
gelombang 375 nm. Dilakukan perhitungan
persen pemulihan. Persen pemulihan (%
recovery) dihitung dengan menggunakan
rumus sebagai berikut (Harmita, 2004):

Kadar yang diperoleh

% Recovery = x100 %

Kadar yang sebenarnya

Presisi

Larutan dengan konsentrasi 40 ppm
dibuat dengan pengulangan sebanyak 6 kali.
Konsentrasi yang dibuat dibaca dengan
spektrofotometer UV-Vis pada panjang
gelombang 375 nm. Presisi pengujian
ditentukan oleh parameter deviasi standar

relatif (RSD) dengan rumus sebagai berikut
(Sudewi & Pontoh, 2018):

SD
RSD = 736 100 %

RSD Relative Standar Deviation; SP Standard Deviation;
XThe average level of quercetin

LOD dan LOQ

Larutan seri dengan konsentrasi 10, 20, 30,
40 dan 50 ppm dalam 10 mL. Ambil 1 mL setiap
rangkaian  kadar larutan dan  baca
menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada
panjang  gelombang 375 nm. Untuk
menentukan batas deteksi (LOD) dan batas
kuantifikasi  (LOQ)  digunakan  rumus
(Sugihartini et al., 2014):

3,3Sy/x
b

LOD = LoQ =122~
Analisis Data

Analisis data yang digunakan pada
penelitian ini dengan mleihat hasil masing-
masing parameter uji yang meliputi Uji
Linearitas, Akurasi, LOD dan LOQ.

Hasil dan Pembahasan

Penentuan Panjang Gelombang Maksimum

Penentuan panjang gelombang
maksimum dilakukan untuk mengetahui
serapan berapa banyak zat yang terbaca pada
spektrofotometri UV-Vis optimum. Panjang
gelombang kuersetin dipindai dengan larutan
kuersetin dengan konsentrasi 100 g/mL dalam
larutan buffer fosfat pH 7,4. Panjang
gelombang maksimum yang dihasilkan pada
pelarut buffer fosfat pH 7,4 adalah 375 nm
dengan serapan 0,685.

Kurva Kalibrasi dan Metode Verifikasi

Hasil penentuan panjang gelombang
maksimum selanjutnya dilakukan pengukuran
dan perhitungan kurva kalibrasi, datanya
terdapat pada Lampiran 16. Berdasarkan data
tersebut diperoleh persamaan kurva kalibrasi
antara pelarut kuersetin dan buffer fosfat pH
7,4 ditunjukkan pada Gambar 1.
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Quercetin calibration curve
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Gambar 1. Grafik kurva kalibrasi
kuersetin dalam buffer fosfat pH 7,4

Verifikasi Metode Analisis

Verifikasi metode analisis bertujuan untuk
memastikan data kuantitatif akurat dan dapat
direproduksi. Verifikasi parameter dengan
metode analisis yang dilakukan yaitu
penentuan linearitas, batas deteksi (LOD), batas
kuantifikasi (LOQ), akurasi dan presisi.
Verifikasi metode analisis Quercetin dilakukan
dengan buffer fosfat pH 7,4 sebagai parameter
uji penetrasi obat. Hasil verifikasi metode
analisis kuersetin dengan pelarut buffer fosfat
dapat dilihat pada Tabel 1 berikut.

Tabel 1. Verifikasi parameter metode analisis
pelarut buffer fosfat kuersetin pH 7,4

Parameter Results Requirements
Linearitas 0,9995 r>0,99
Limit Deteksi (LOD) 1,427 <2,0%
Limit Kuantifikasi (LOQ) 4,326 Vx0 <2%
Akurasi 102 98-102%.
Presisi 0,273 <2%

Linearitas adalah kemampuan suatu
metode analisis yang memberikan penyerapan
secara langsung baik, sebanding dengan
konsentrasi analit dan sampel (Wahyuni et al.,
2019). Dari penelitian tersebut, hasil linearitas
dapat dihitung dengan parameter koefisien
korelasi pada persamaan linear y = bx + a. Hasil
linearitas.

Pada penelitian ini diperoleh kurva baku
yaitu y = 0,0143x + 0,0673 dengan nilai r sebesar
0,9995. Berdasarkan persamaan linier kriteria
penerimaan koefisien korelasi (r) adalah r > 0,99
yang menunjukkan linearitas sangat baik (Yus
& Marlinda, 2018). Hasil penelitian dengan
literatur menunjukkan hasil korelasi yang
berbanding lurus dengan konsentrasi dan

serapan yang dihasilkan, artinya hasil kurva
antara serapan dan konsentrasi adalah linier,
jika terjadi peningkatan nilai konsentrasi maka
semakin besar pula nilai konsentrasinya. nilai
serapannya juga meningkat.

Berdasarkan Tabel 1 nilai LOD sebesar
1,427% menunjukkan bahwa metode ini
mampu mendeteksi kadar dalam analit sebesar
1,427%. Jika kadar quercetin pada sampel
kurang dari atau dibawah 1,427% maka metode
ini tidak dapat mendeteksi sampel, nilai LOD
termasuk dalam persyaratan dengan nilai < 2%
(ICH, 2015 dalam Shrivastava & Gupta, 2015).
Nilai LOQ yang diperoleh sebesar 4,326%, hal
ini menunjukkan bahwa nilai analit masih
dapat dikuantifikasi dengan presisi berada
diatas 4,326% Nilai LOQ dikatakan baik karena
nilai konsentrasi sampel yang diuji berada
diatas nilai LOQ, sehingga akurasi dan
presisinya dapat diterima.

Akurasi merupakan ukuran yang
menunjukkan derajat kedekatan hasil analisis
dengan analit sebenarnya. Akurasi menyatakan
persen keuntungan kembeali atau (% recovery)
(Irnawati et al., 2016). Berdasarkan data pada
Tabel 16 hasil nilai rata-rata % recovery adalah
102%. Nilai tersebut memenuhi syarat dimana
menurut Harmita (2004) nilai rentang %
recovery adalah antara 98-102%.

Presisi dibuat menggunakan enam Kkali
replikasi dengan pembuatan larutan kemudian
diukur pada panjang gelombang 375 nm. Data
presisi inilah yang digunakan untuk
menentukan nilai akurasi. Menurut (Arikalang
et al., 2018) menyebutkan nilai deviasi standar
relatif (% RSD) < 2% menunjukkan bahwa
parameter presisi memberikan keterulangan
yang dapat diterima dan dinyatakan dengan
baik sehingga sistem operasional alat dan
analisis cukup baik. metode. Berdasarkan data
pada Tabel 15, hasil penelitian nilai presisi yang
diperoleh dari simpangan baku relatif yang
dihitung adalah 0,273%, memenuhi syarat nilai
presisi yang baik dari segi akurasi dengan
%RSD di bawah 2%.

Simpulan

Verifikasi metode analisis kuersetin dalam
buffer fosfat pH 74 menggunakan
spektrofotometer =~ UV-vis  (T60)  dapat
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disimpulkan bahwa parameter linearitas, batas
deteksi (LOD), batas kuantifikasi (LOQ),
akurasi dan presisi telah memenuhi
persyaratan dengan hasil berurutan berikut ini
; 0,9995; 1,427; 4,326; 102; 0,273. Hasil verifikasi
metode analisis ini diharapkan dapat
diterapkan dalam metode analisis dengan baik
dan menjamin kualitas hasil pengujian.
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