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Abstrak

1,8-Sineol merupakan suatu senyawa terpenoid yang banyak dikandung pada minyak atsiri serta berbagai rempah-
rempah. Senyawa 1,8-Sineol memiliki karakteristik segar dan aroma menyengat juga rasa tajam yang memiliki
bioaktifitas yang banyak manfaatnya, yaitu penurunan aktivitas lokomotor (antikejang), anti-kanker dan anti-tumor,
antifungi, antiinflamasi, antioksidan, sebagai insektisida atau repelan, dan dapat mengurangi resiko penyakit
kardiovaskular. Penelitian ini bertujuan untuk mengembangkan dan memvalidasi metode penetapan kadar senyawa
1,8-Sineol menggunakan kromatografi gas yang dilengkapi dengan detektor nyala (FID) melalui studi kolaborasi antar
laboratorium. Validasi metode meliputi uji linieritas, nilai perolehan kembali, presisi, akurasi, konfirmasiidentitas, dan
estimasi ketidakpastian pengukuran. Kandungan Sineol ditetapkan dengan GC -FID menggunakan kolom HP-5 (30 m
x 0,32 mm i.d, 0,25 pum). Hasil penelitian menunjukkan bahwa metode yang diusulkan memenuhi persyaratan
kesesuaian sistem dengan kurva kalibrasi memberikan hasil yang linier dalam rentang konsentrasi 1 — 20 pg/mL dengan
koefisien korelasi 0,999. Uji presisi dari minyak atsiri untuk 1,8 -Sineol diperoleh 1,81% dan rata-rata nilai uji perolehan
kembali dalamrentang 89,77-106,10%. Uji metode dilakukanjuga dengan studi kolaborasimelibatkan tiga laboratorium
dengan hasil seluruhnya linier. Dengan demikian, metode yang diusulkan dapat digunakan untuk menetapkan
kandungan 1,8-Sineol dalam minyak atsiri.

Kata kunci : 1,8-Sineol, GC-FID, studi kolaborasi, validasi metode
Abstract

1,8-Cineole is a terpenoid compound that is widely contained in essential oils and various spices. 1,8-Cineole
compounds have fresh characteristics and pungent aroma and strong taste having many bioactivity benefits, such as
decreased locomotor (anticonvulsant), anti-cancer and anti-tumor activity, antifungal, anti-inflammatory, antioxidant,
insecticide orrepellant,and canreduce the risk of cardiovascular disease. This study aimsto develop and validate the
method determination of 1,8-Cineole compound using gas chromatography equipped with a flame detector (FID)
through collaboration study. Method validation includes linearity test, recovery value, precision, accuracy, identity
confirmation, and estimation of uncertainty measurement. Sineole content was determined by GC-FID using HP-5
column (30 m x 0.32 mmi.d, 0.25 pm). The results showed that the proposed method metthe requirements ofa good
system and the calibration curve provides linearresults in the concentration range of 1 to 20 pg/mL with a correlation
coefficientof 0.9992. The precision test of essential oils for 1,8-Cineole was obtained 1.81% and the average recovery
was in the range of 89.77to 106.10 %. Accuracy of the test method was also examined through a collab orative study
involving three lab oratories and the results were satisfactory. Thus, the proposed method can be used to determine the
content of 1,8-Cineole in essential oils.

Keyword: 1,8-Cineole, collaboration study, GC-FID, method validation

1. PENDAHULUAN pengobatan  tradisional semakin  meningkat.
Pengobatan dengan ramuan tradisional dirasakan

Berbagai jenis tumbuhan telah dimanfaatkan sejak lebih murah dari pada obat kimiawi sintetik.

berabad-abad yang lalu, seperti misalnya untuk
obat-obatan, rempah-rempah, zat aromatik, zat
warna, racun, dan lain-lain (Arbain,1999). Dewasa
ini minat masyarakat untuk kembali pada

Prosedur pembuatannya pun mudah bahkan dalam
keadaan mendesak. Peluang untuk mendapatkan
ramuan mujarab dan mudah diperoleh masih
terbuka lebar (Thomas, 2000). Salah satu
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tumbuhan yang banyak dimanfaatkan oleh manusia
adalah jenis tumbuhan yang menghasilkan minyak
atsiri (Kirana, 2016).

Minyak atsiri minyak yang mudah menguap
atau minyak terbang berwujud cairan kental pada
suhu ruang yang memiliki komposisi maupun titk
didih yang beragam, Minyak atsiri dapat diperoleh
dari bagian tanaman meliputi akar, kulit, batang,
daun, buah, biji  maupun dari bunga
(Sastrohamidjojo, 2004).

Komponen utama dari minyak atsiri adalah
monoterpene 1,8-Sineol (60-85%) (Blumenthal,
1998). Juga dilaporkan adanya konstituen lain
seperti  a-pinene, B-pinene, limonene, terpinen-4-
ol, antara lain, bervariasi sesuai dengan asal bahan
tanaman yang digunakan untuk mendapatkan
minyak (Kumar, 2012; Silvestre, Cawaleiro,
Delmond, Filliatre, & Bourgeois, 1997).

Senyawa 1,8-Sineol merupakan salah satu
senyawa yang biasanya terkandung dalam minyak
atsiri, bahkan ada beberapa tumbuhan yang
memiliki kandungan utamanya adalah senyawa 1,8-
Sineol, diantaranya kayu putih, kardamomi,
lavender, jahe (Cahyono, 2017), rosemary, dan
daun sage (zZhao & Harrington, 2017). Senyawa
1,8-Sineol merupakan persenyawaan yang masuk
dalam  golongan  hidrokarbon  teroksigenasi.
Senyawa 1,8-Sineol memiliki karakteristik segar
dan aroma menyengat dan rasa tajam yang
memiliki banyak manfaat, seperti digunakan untuk
obat-obat penggunaan luar, semprot hidung,
disinfectant, analgesik, atau penyedap makanan,
juga untuk kosmetik. Selanjutnya, dilaporkan juga
bahwa 1,8-Sineol digunakan untuk mengobati
batuk, nyeri otot, neurosis, rematik, asma, dan batu
kemih (Geremia, 1955; Margret, 1999).

Beberapa literatur menjelaskan mengenai
beberapa metode yang bisa dilakukan untuk
mengidentifikasi senyawa 1,8-Sineol seperti
kromatografi gas. Dalam kimia analitik, penelitian
berkembang untuk menyederhanakan preparasi
sampel, waktu yang dibutuhkan, dan larutan
organik yang digunakan untuk ekstraksi. Tujuan
dari penulisan ini adalah untuk mengembangkan
metode analisis yang cepat, sederhana, akurat,
spesifik yang mampu mengidentifikasi senyawa
1,8-Sineol dengan GC-FID.

Metode yang akan digunakan pada penelitian
ini merupakan pengembangan dari metode SNI 06-
3954-2006 yang mana dalam metode SNI tidak
menjelaskan mengenai preparasi sampel secara
detail, menggunakan kolom kapiler carbowax 20 M,
dan memerlukan waktu tambat yang cukup lama
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yaitu 55 menit. Dalam penelitian ini, diusulkan suatu
proses preparasi sampel yang praktis,
menggunakan kolom Kkapiler yang lain yaitu HP-5
sehingga memberikan alternatif jenis kolom kapiler
yang dapat digunakan untuk pengujian senyawa
1,8-Sineol, dan diusulkan juga kondisi pengukuran
dengan waktu tambat yang cukup singkat yaitu 16
menit yang lebih cepat daripada metode SNI 06-
3954-2006. Oleh karena itu, metode yang
digunakan dalam penelitian ini perlu divalidasi
karena mengalami beberapa perubahan parameter.
Parameter uji validasi yang akan dilakukan
diantaranya uji linieritas, uji presisi, uji perolehan
kembali (recovery), uji akurasi, konfirmasi identitas,
estimasi ketidakpastian pengukuran, serta validasi
melalui  studi kolaborasi antar laboratorium.
Instrumentasi yang digunakan adalah kromatografi
gas dengan detektor ionisasi nyala (GC-FID) yang
diaplikasikan untuk analisis kuantitatif 1,8-Sineol
dalam minyak atsiri.

2. TINJAUAN PUSTAKA

Minyak atsiri dikenal sebagai minyak eteris, minyak
terbang atau minyak mudah menguap tersusun dari
banyak komponen senyawa kimia yang berwujud
cairan atau padatan dengan komposisi dan titk
didih beragam (Sastrohamidjojo, 2004).

Minyak atsiri pada tanaman mempunyai 3
fungsi yaitu membantu proses penyerbukan dengan
menarik beberapa jenis serangga atau hewan,
mencegah kerusakan tanaman oleh serangga atau
hewan lain dan sebagai cadangan makanan dalam
tanaman. Minyak atsiri merupakan salah satu hasil
sisa proses metabolisme dalam tanaman, yang
terbentuk  karena reaksi antara  berbagai
persenyawaan kimia dalam tanaman. Minyak
tersebut disintesa dalam sel kelenjar pada jaringan
tanaman dan ada juga yang terbentuk dalam
pembuluh resin (Ketaren, 1985).

Minyak atsiri umumnya terdiri dari berbagai
campuran persenyawaan kimiayang terbentuk dari
unsur karbon (C), hidrogen (H), dan oksigen (O)
serta beberapa persenyawaan kimia yang
mengandung unsur nitrogen (N) dan belerang (S).
Pada umumnya sebagian besar minyak atsiri terdiri
dari campuran persenyawaan golongan
hidrokarbon dan  hidrokarbon teroksigenasi
(Ketaren, 1985).

1,8-Sineol merupakan eter siklik dengan
rumus empiris C1O0H180 dan nama sistematik
1,3,3-trimethyl-2-oxabicyclo [2.2.2] octane yang
termasuk ke dalam  kelompok komponen
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hidrokarbon teroksigenasi monoterpen. 1,8-Sineol
dalam perdagangan komersial disebut sebagai
“eucalyptol”. Sifat kimia dan fisika senyawa 1,8-
Sineol dapat dilihat pada Tabel 1 di bawah ini (Irvan
& Sasmitra, 2015) dan Struktur dari senyawa 1,8-
Sineol dapat dilihat pada Gambar 1.

Tabel 1 Sifat kimia dan fisika 1,8-Sineol (Inan &
Sasmitra, 2015).

Rumus Kimia C10H180
Kelarutan dalam Air 3,59/l (21 oC)

Titik Leleh 1,50C

Massa Molar 154,25 g/mol
Densitas 0,925 g/cm3(20 oC)
Titik Didih 174-177 oC

Titik Nyala 49 oC

Senyawa 1,8-Sineol memiliki karakteristik
segar dan aroma menyengat dan rasa tajam yang
memiliki bioaktifitas yang memiliki banyak manfaat,
yaitu penurunan aktivitas lokomotor (antikejang),
anti-kanker dan anti-tumor, antibakteri, antifungi,
antiinflamasi, antioksidan, insektisida dan repelan,
dan dapat mengurangi resiko penyakit
kardiovaskular (Kirana, 2016). Meskipun dapat
digunakan sebagai penyedap makanan dan bahan
obat, sineol dapat mengakibatkan keracunan jika
tertelan melebihi dosis normal (SciencelLab, 2009).
Senyawa 1,8-Sineol memiliki kemampuan sebagai
fumigan pada kutu beras (Sitophilus oryzae)
dengan tingkat mortalitas 100% pada dosis
penggunaan sebanyak 150 pL/L dan waktu paparan
selama 45 jam (Sari dan Edy, 2016). Penelitian
terdahulu  mengenai  1,8-Sineol  menunjukkan
aktivitas antimikroba E.coli dan Bacillus subtilis
(Sihombing, 2014). Menurut Jantan, Ahmad, F., &
Ahmad, A.S. (2004) sejumlah bahan aktif termasuk
1,8-Sineol  menunjukkan  aktivitas  antifungal
terhadap beberapa jamur pada konsentrasi yang
relatif sangat rendah. Selain itu senyawa 1,8-Sineol
dalam daun dan batang kayu putih memiliki aktivitas
sebagai antimikroba pada S. aureus, S.
epidermidis, dan B. cereus (Nazeh at al., 2015).

Pada literatur ditemukan informasi bahwa
pengujian senyawa 1,8-Sineol dapat juga dilakukan
dengan instrumen GC-MS dengan nilai recovery
yang cukup baik yaitu 99,94 % (Aboul-Enein, Eldee
& Etman, 2012). Selain itu ditemukan juga bahwa
pengujian senyawa 1,8-Sineol dapat dianalisis
menggunakan kromatografi gas (GC-FID) (SNI,
2006), kromatografi cair (Munari, Dugo, and
Cotroneo, 1990), GC-FT-IR (Compton and Stout,

1991), dan GC multidimensi dengan MS atau FT -
Deteksi IR (Gordon et al, 1988), namun informasi
nilai recovery metode tidak ditemukan.

O
O

Gambar 1 Struktur molekul 1,8 Sineol (Z Alfian,
2018).

Validasi metode merupakan syarat penting
dalam praktik analisis kimia (Magnusson, 2004).
Berdasarkan ISO/ICE 17025:2017 klausal 7.2
mengenai seleksi, werifikasi dan validasi metode
bahwa laboratorium harus memvalidasi metode
non-standar, metode yang dikembangkan oleh
laboratorium dan metode standar yang digunakan
di luar lingkup yang dimaksudkan atau dimodifikasi.
Metode yang akan digunakan pada penelitian ini
merupakan pengembangan dari metode SNI 06-
3954-2006 yang mana dalam metode SNI tidak
menjelaskan mengenai preparasi sampel secara
detail, menggunakan kolom kapiler carbowax 20 M,
dan memerlukan waktu tambat yang cukup lama
yaitu 55 menit.

Dalam penelitian ini, diusulkan suatu proses
preparasi sampel yang praktis, menggunakan
kolom kapiler yang lain yaitu HP-5 sehingga
memberikan alternatif jenis kolom kapiler yang
dapat digunakan untuk pengujian senyawa 1,8-
Sineol, dan diusulkan juga kondisi pengukuran
dengan waktu tambat yang cukup singkat yaitu 16
menit yang lebih cepat daripada metode SNI 06-
3954-2006. Oleh karena itu, metode yang
digunakan dalam penelitian ini perlu divalidasi
karena mengalami beberapa perubahan parameter.
Parameter uji validasi yang akan dilakukan
diantaranya uji linieritas, uji presisi, uji perolehan
kembali (recovery), uji akurasi, konfirmasi identitas,
estimasi ketidakpastian pengukuran, serta validasi
melalui studi kolaborasi antar laboratorium.
Instrumentasi yang digunakan adalah kromatografi
gas dengan detektor ionisasi nyala (GC-FID) yang
diaplikasikan untuk analisis kuantitatif 1,8-Sineol
dalam minyak atsiri.
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3. METODE PENELITIAN

3.1 Alat dan Bahan

Alat yang digunakan pada penelitian ini diantaranya
seperangkat kromatografi gas FID  Agilent
Technologies 7890B dengan kolom HP-5 Agilent
Technologies (30 m x 0,32 mm i.d, 0,25 pm) dan
Helium UHP (kemurnian 99,999%) dari Alpha Gas
digunakan sebagai gas pembawa dengan laju aliran
1 mL / menit. Suhu port injektor diatur pada 250 °C,
dan suhu detektor adalah 300 °C. Injektor
dioperasikan dalam mode split 1:1 dan wlume
injeksi 1 uL. Suhu owen diatur menggunakan
program sebagai berikut: temperatur awal, 80 °C
(tahan selama 2 menit), kenaikan temperatur pada
10 °C / menit hingga 220 °C. Standar dan sampel
pengujian dikemas dalam ampul amber supelco
untuk  studi kolaborasi antar laboratorium,
mikropipet Grand 1000 uL, dan homogenisasi
menggunakan shaker IKA vortex Genius 3.

Bahan yang digunakan pada penelitian ini
adalah standar 1,8-Sineol Primary Reference
Standard HWI Group, Etanol p.a dari Merck, dan
sampel minyak atsiri yang digunakan adalah
minyak kayu putih cap Gading.

3.2 Prosedur
Linieritas dan kurva kalibrasi

Linieritas dilakukan dengan menyiapkan enam
larutan standar 1,8-Sineol dalam etanol dengan
rentang konsentrasi antara 1 sampai 20 pg/mL.
Setiap larutan standar disiapkan dengan proses
pengenceran serial dari satu stok dan diinjeksikan
secara duplo ke dalam kromatografi gas kemudian
dilakukan analisis regresi linier.

Presisi

Presisi metode dilakukan dengan menguji senyawa
1,8-Sineol dalam sampel minyak kayu putih
sebanyak 7 kali, hal ini dilakukan agar jumlah data
yang diperlukan cukup mewakili populasi data untuk
pengolahan uji statistik. Konsentrasi sampel
dihitung berdasarkan luas puncak yang diplot
terhadap kurva kalibrasi, lalu dihitung RSD dan
dibandingkan dengan CV Horwitz (%).

Uji perolehan kembali (recovery)

Uji recovery dilakukan dengan menambahkan
larutan standar 1,8-Sineol ke dalam sampel lalu
diinjeksikan ke dalam kromatografi gas, hal ini
dilakukan tujuh kali pengulangan. Kemudian
masing-masing pengulangan dihitung % recovery
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dan rata-rata nilai recovery dibandingkan terhadap
rentang yang diperbolehkan.

Konfirmasi Identitas

Konfirmasi identitas dilakukan dengan menguiji nilai

isyarat relatif detektor (NIRD) yaitu dengan
menginjeksikan standar dan sampel ke dalam
kromatografi gas menggunakan detektor yang

sama tetapi kolom yang berbeda, lalu dihitung rasio
perbandingan antara kolom yang satu dengan yang
lainnya.

Estimasi Ketidakpastian Pengukuran

Estimasi ketidakpastian pengukuran  dihitung
dengan menggabungkan semua faktor yang dapat
menyumbangkan sumber kesalahan terhadap
pengukuran.

Preparasi Sampel Minyak Kayu Putih

Sampel minyak kayu putih diencerkan sebanyak
250.000 kali dengan pelarut etanol sampai
signalnya berada dalam rentang konsentrasi kurva
kalibrasi.

Uji Homogenitas untuk sampel studi kolaborasi
antar laboratorium

Sebelum  dibagikan kepada peserta studi
kolaborasi, sampel dikemas dalam ampul tertutup
rapat kedap udara, lalu dilakukan uji homogenitas
terlebih dahulu dengan mengambil 10 ampul secara
random kemudian dianalisis secara simultan.
Uji homogenitas yang dilakukan berdasarkan

ISO 13528:2008. Sampel yang digunakan untuk
studi kolaborasi dimasukkan ke dalam ampul
amber. Kemudian diambil 10 ampul secara random.
Analisis dilakukan secara duplo. Data hasil analisis
dihitung secara statistik sebagai berikut :
1) Dihitung rata-rata hasil uji siplo dan duplo (%)

dengan rumus:

X = 1+ %,2)2 (1)

dimana:
X,1 = hasil uji ke-1
X,2 = hasil uji ke-2

2) Dihitung selisih absolut (W) dari hasil dari hasil
siplo dan duplo dengan rumus:
Wi=|X1-%2]| (2

3) Dihitung rata-rata umum (general average) atau
diberi kode X dengan rumus: X = Y X /g,

dimana g adalah jumlah subsampel yang
digunakan.
4) Dihitung standar deviasi dari rata-rata

subsampel (Sx) dengan rumus:
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Se =D (X-X)Ng-1) 3

Keterangan :
Sx = Standar deviasi rata-rata subsampel

X = Nilai rata-rata hasil uji simplo dan duplo
X = Nilai rata-rata umum
g = Jumlah subsampel

5) Dihitung standar deviasi within samples (Sw)
dengan rumus:

Sw = 1!2 w,” /(2g) C))

Keterangan :
Sw = Standar deviasi within samples
Wt = Nilai selisih simplo dan duplo
g = Jumlah subsampel

6) Dihitung standar deviasi between samples (Ss)
dengan rumus:

SS = J SFQ - (b H_fz / 2)

i ®)
Keterangan :
Ss = Standar deviasi between samples
Sx = Standar deviasi rata-rata subsampel
Sw = Standar deviasi within samples

7) Sampel dinyatakan homogen, jika Ss < 0,3 o,
dimana :

o = standar deviasi untuk asesmen
profisiensi (SDPA), o dapat
ditetapkan melalui CVHorwitz.

8) CVHowitz .= 2 (1-0.5109C) (6)

Keterangan :

C = fraksi konsentrasi

Uji stabilitas untuk sampel studi kolaborasi

laboratorium

Metode uji stabilitas dilakukan berdasarkan ISO

13528: 2008. Setelah penyimpanan selama waktu

tertentu (1 minggu) dilakukan analisis kembali

secara duplo sebagai berikut :

1) Uji stabilitas dilakukan di laboratorium yang
sama dengan pelaksanaan uji homogenitas.

2) Metode uji stabilitas dilakukan dengan metode
analisis yang sama dengan senyawa analit

yang sama sesuai dengan uji kadar analit pada
uji homogenitas.

3) Dipilih sejumlah g kemasan subsample secara
random, dimana g =3

4) Dari g kemasan subsampel terpilih, setiap
kemasan subsampel dibagi 2 untuk keperluan
analisis duplo.

5) Setiap subsampel
menggunakan GC-FID.

6) Dihitung rata-rata kadar 1,8-Sineol pengujian
pertama (Yr1) dan pengujian kedua (Yr.2) dari
data uji stabilisasi.

7) Dihitung selisih rata-rata hasil pengujian yang
diperoleh pada uji homogenitas (X)) dengan
rata-rata hasil yang diperoleh pada uji stabilitas

dianalisis dengan

(Yr).
8) Sampel dikatakan stabil apabila
| X -Yr|=<0,30.

Pengolahan data statistik studi kolaborasi antar
laboratorium

Pengolahan data statistik studi kolaborasi antar
laboratorium bertujuan untuk menilai kinerja metode
uji apabila diterapkan di beberapa laboratorium
yang berbeda (personel, instrumen, dan kondisi

lingkungan yang berbeda-beda). Kinerja dari
metode uji dievaluasi melalui perhitungan nilai
relatif standar deviasi (RSD) reprodusibilitas

dibandingkan dengan RSD Horwitz sebagai acuan
pembanding. Metode yang akan digunakan pada
penelitian ini merupakan pengembangan dari
metode SNI 06-3954-2006 yang mana dalam
metode SNI tidak menjelaskan mengenai preparasi
sampel secara detail, menggunakan kolom kapiler
carbowax 20 M, dan memerlukan waktu tambat
yang cukup lama yaitu 55 menit.

Dalam penelitian ini, diusulkan suatu proses
preparasi sampel yang praktis, menggunakan
kolom Kkapiler yang lain yaitu HP-5 sehingga
memberikan alternatif jenis kolom kapiler yang
dapat digunakan untuk pengujian senyawa 1,8-
Sineol, dan diusulkan juga kondisi pengukuran
dengan waktu tambat yang cukup singkat yaitu 14
menit yang lebih cepat daripada metode SNI 06-
3954-2006. Oleh karena itu, metode yang
digunakan dalam penelitian ini perlu divalidasi
karena mengalami beberapa perubahan parameter.
Parameter uji validasi yang akan dilakukan
diantaranya uji linieritas, uji presisi, uji perolehan
kembali (recovery), uji akurasi, konfirmasi identitas,
estimasi ketidakpastian pengukuran, serta validasi
melalui  studi kolaborasi antar laboratorium.
Instrumentasi yang digunakan adalah kromatografi
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gas dengan detektor ionisasi nyala (GC-FID) yang
diaplikasikan untuk analisis kuantitatif 1,8-Sineol
dalam minyak atsiri.

4. HASIL DAN PEMBAHASAN

Pada metode SNI 06-3954-2006 tidak menjelaskan
mengenai  preparasi sampel secara detail,
menggunakan kolom kapiler carbowax 20 M,
dengan kondisi pengukuran sebagai berikut: suhu
oven mulai dari 50 °C dipertahankan 5 menit, lalu
dinaikan sampai 200 °C dengan kecepatan 3 9C per
menit sehingga total waktu tambat cukup lama yaitu
55 menit. Dalam penelitian ini, diusulkan suatu
proses preparasi sampel yang praktis,
menggunakan kolom kapiler yang lain yaitu HP-5
sehingga memberikan alternatif jenis kolom kapiler
yang dapat digunakan untuk pengujian senyawa
1,8-Sineol, dan diperoleh kondisi pengukuran yang
terpilih sebagai berikut : suhu kolom mulai dari 80
0C dipertahankan 2 menit, lalu dinaikkan sampai
220 °C dengan kecepatan 10 °C per menit sehingga
total waktu tambat lebih cepat daripada metode SNI
06-3954-2006 yaitu 16 menit.

.
1
]

we 1,8-Sineol

Intensitas

S

.......................................

Waktu retensi (menit)

Gambar 2 Kromatogram standar 1,8-Sineol 10
Mg/mL.

Untuk memastikan kinerja dari metode dalam
penelitian ini maka dilakukan validasi metode yang
meliputi uji linieritas, uji presisi, uji perolehan
kembali (recovery), uji akurasi, konfirmasi identitas,
estimasi ketidakpastian pengukuran, serta validasi
melalui  studi kolaborasi antar laboratorium.
Instrumentasi yang digunakan adalah kromatografi
gas dengan detektor ionisasi nyala (GC-FID) yang
diaplikasikan untuk analisis kuantitatif 1,8-Sineol
dalam minyak atsiri.

Kromatogram senyawa 1,8-Sineol dapat
dilihat pada Gambar 2, terdeteksi pada waktu
retensi 6,392 menit dan menunjukkan puncak
dengan selektivitas yang cukup tinggi. Etanol
sebagai pelarut terdeteksi pada waktu retensi 2,49
menit. Hal ini menunjukkan bahwa senyawa 1,8-
Sineol dapat dianalisis dengan baik dengan GC-FID
menggunakan kolom HP-5.

Beberapa tingkat larutan standar (dari 1
hingga 20 pg/mL) dalam etanol dianalisis secara
langsung dengan menggunakan GC-FID. Kurva
kalibrasi dan koefisien korelasi untuk 1,8-Sineol
dalam minyak kayu putih diperoleh dengan
pengukuran hasil analitik GC-FID dengan hasil
yang linier dalam rentang konsentrasi 1 sampai 20
pug/mL. Rentang konsentrasi yang diperlukan dirasa
cukup karena konsentrasi 1,8-Sineol dalam sampel
minyak kayu putih berada dalam lewvel konsentrasi
yang cukup tinggi sehingga tidak memerlukan
konsentrasi yang lebih rendah dari 1 pyg/mL pada
kurva kalibrasi. Kurva kalibrasi untuk kuantifikasi
1,8-Sineol adalah: vy = 2,4506x — 0,3003 dengan
koefisien korelasi 0,9992 (Y = area puncak 1,8-
Sineol; X = konsentrasi 1,8-Sineol, pg/mL). Dari
Gambar 3 dapat dilihat bahwa metode ini
memberikan linieritas yang sangat baik dilihat dari
nilai R2 lebih dari 0,999 dan slope menunjukkan
respon yang proporsional antara input dan output.

Kurva Kalibrasi 1,8-Sineol

60
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2_
R?=0.9992 Regresi
Linear (Area Hasil)
20 30

Gambar 3 Kurva kalibrasi senyawa 1,8-Sineol.
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Dari Gambar 3 dapat dilihat bahwa senyawa
1,8-Sineol dalam sampel minyak kayu putih dapat
terpisah juga memberikan selektivitas dan resolusi
yang baik. Presisi metode dinyatakan oleh nilai
RSD dari 7 kali pengulangan pengujian sampel
minyak kayu putih. Nilai RSD yang diperoleh untuk
senyawa 1,8-Sineol adalah 1,81%. Nilai presisi ini
bila dibandingkan dengan CV Horwitz (2,11%)
menunjukkan nilai RSD yang lebih kecil daripada
CV Horwitz. Hal ini menunjukkan bahwa metode
memiliki presisi sangat baik.

¥ 3

Intensitas

Uji perolehan kembali (recovery) diperoleh
dengan menambahkan standar 1,8-Sineol yang
telah diketahui konsentrasinya dengan pasti ke
dalam sampel minyak kayu putih (spike) dengan 2
pg/mL, selanjutnya dianalisis secara kuantitatif dan
dihitung konsentrasi sebagai nilai hasil analisis
yang ditemukan. Dari hasil analisis, recovery
metode yang diperoleh sebesar 98,81% (Tabel 2)
dan hasil ini masih berada dalam rentang yang
diperbolehkan menurut AOAC (2016).

8-Sineol

1

4

_.
.
N e R R e —

Waktu retensi (menit)

Gambar 4 Kromatogram sampel minyak kayu putih.

Pada validasi metode ini, parameter limit
limit kuantifikasi pengujian dapat
diabaikan karena kandungan senyawa 1,8-Sineol
dalam sampel minyak kayu putih sangat tinggi

sifat fisika dan kimia yang sama dengan analit yang
akan dianalisis. Konfirmasi identitas yang dilakukan
pada penelitian
Detektor

ini adalah Nilai Isyarat Relatif
(NIRD) dengan menguji standar dan

sehingga sampel harus diencerkan 250.000 Kali.
Kandungan senyawa 1,8-Sineol dalam minyak
kayu putih diperoleh sebesar 70,69%.

Konfirmasi identitas  dilakukan  untuk
meyakinkan bahwa signal atau isyarat yang
dihasilkan pada proses pengukuran hanya berasal
dari analit, bukan berasal dari senyawa lain atau
campuran analit dan senyawa lain yang memiliki

sampel ada detektor yang sama GC-FID tetapi
menggunakan kolom yang berbeda. Hasil yang
diperoleh dari NIRD standar adalah 1,25 * 0,06;
sedangkan NIRD sampel sebesar 1,19 * 0,07,
sehingga dapat dipastikan bahwa signal atau
isyarat yang dihasilkan pada proses pengukuran
adalah benar-benar berasal dari analit yang
dianalisis.

Tabel 2 Presisi dan nilai perolehan kembali (recovery).

Target Analit R2

Presisi* (%)

Nilai Recovery*
(L)

1,8-Sineol 0,9992

1,81

98,81

*Dilakukan tujuh kali pengulangan.

Perhitungan estimasi ketidakpastian
pengujian (uncertainty) dilakukan dengan
menggunakan  pendekatan  bottom-up  untuk
menghitung satu per satu semua aspek yang dapat
memberikan sumbangan kesalahan pada saat
pengukuran atau pengujian dilakukan. Nilai
estimasi ketidakpastian dapat digunakan untuk
mengetahui rentang konsentrasi yang dapat
diterima. Adapun besarnya nilai ketidakpastian

metoda pengujian yang diperoleh dalam penelitian
ini adalah sekitar £ 8-9 % untuk senyawa target
yang dianalisis yaitu 1,8-Sineol. Uji ketangguhan
metode (robustness) dilakukan melalui studi
kolaborasi antar laboratorium yang
diselenggarakan oleh Loka Penelitian Teknologi
Bersih — LIPI Bandung dan diikuti oleh laboratorium
pemerintah dan laboratorium perguruan tinggi.
Sampel studi kolaborasi adalah sampel formulasi
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yang telah diperkaya dengan analit pada tingkat
konsentrasi tertentu. Pengolahan data hasil uji
homogenitas dan stabilitas dilakukan dengan

Tabel 3 Hasil uji homogenitas.

mengacu pada pedoman ISO 13528. Hasil uji
homogenitas dapat dilihat pada Tabel 3

No Data-1 (mg/L) Data-2 (mg/L) Xt,,  Xt,-Xr,,, (Xt, - Xr,,,)? Wit W2
MA-09 23,41 25,37 24,39 -0,60 0,36 1,96 3,85
MA-16 23,64 22,92 23,28 -1,71 2,93 0,72 0,51
MA-17 25,28 23,76 24,52 -0,47 0,22 1,53 2,34
MA-15 25,21 26,61 25,91 0,92 0,85 1,40 1,95
MA-06 28,23 25,51 26,87 1,88 3,54 2,72 7,38
MA-11 26,32 23,85 25,08 0,09 0,01 2,47 6,09
MA-19 23,62 23,31 23,47 -1,52 2,32 0,31 0,10
MA-03 25,26 24,59 24,92 -0,07 0,00 0,67 0,45
MA-22 24,93 25,58 25,25 0,27 0,07 0,64 0,41
MA-07 25,05 27,33 26,19 1,20 1,44 2,28 5.19

Evaluasi data uji homogenasi kandungan stabilitas kandungan 1,8-Sineol dalam minyak
1,8-Sineol dalam sampel minyak kayu putih kayu putih berdasarkan 1SO 13528 dapat dilihat

berdasarkan ISO 13528 (Tabel 3) bahwa sampel
dinyatakan homogen apabila nilai Ss < 0,3 . Nilai
o (SDPA) untuk pengujian 1,8-Sineol sama
dengan nilai Showitz yang diperoleh melalui
CVHorvitz. CVHomitz dihitung dengan rumus CVHorwitz
= 2(1-0,5l00C) C adalah konsentrasi 1,8-Sineol yang
diukur yaitu 24,99 pg/mL sehingga diperoleh nilai
CVHoitz = 2(10.5 log (24,99 *10%6) = 9 86%. Shorvitz
diperoleh dengan mengalikan CVHomitz dan nilai
konsentrasi rata-rata 1,8-Sineol vyaitu sebesar
2,4631. Nilai 0,3 0 = 0,3 x 2,4631 = 0,7389.

Pada Tabel 3 hasil evaluasi data uji
homogenitas kandungan 1,8-Sineol diperoleh nilai
Ss sebesar 0,7736, sampel dinyatakan tidak
homogen karena Ss > 0,3 o yaitu 0,7736 > 0,7389.
Dalam ISO 13528, jika sampel tidak homogen,
maka faktor heterogenitas antar sampel harus
dimasukkan ke dalam standar deviasi target
sehingga formula o (SDPA) heterogenitas menjadi
0'= Vo? +Ss?. Dengan demikian o’ menjadi
2,5818. Hal ini akan menjamin bahwa pengaruh
inhomogenitas sampel uji tidak berpengaruh pada
hasil studi kolaborasi.

Uji stabilitas dilakukan dalam selang waktu
satu minggu dari uji homogenitas. Pada uji
stabilitas diambil 3 ampul sampel secara random,
lalu dianalisis secara simultan. Evaluasi data uji
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pada Tabel 4. Seperti disebutkan di atas bahwa
sampel dinyatakan stabil apabila nilai [Xr-Yr] < 0,3
o, dimana Xr merupakan grand mean dari nilai uji
homogenitas dan Yr merupakan grand mean dari
nilai uji stabilitas. SDPA (o) yang digunakan adalah
o’ yang sudah memasukkan nilai heterogenitas
sampel. Nilai [Xr-Yr] bersifat absolut dan diperoleh
hasil sebesar 0,6730. Nilai 0,3 o’ diperoleh 0,7389,
sehingga dapat dinyatakan sampel stabil karena
[Xr-Yr] <0,3 0.

Tabel 4 Hasil uji stabilitas.
No Data-1(mg/L) Data-2 (mg/L) Yt

1 25,70 26,40 26,05
2 25,71 25,68 25,69
3 25,11 25,37 25,24
Yr 25,662
Kinerja dari metode uji dievaluasi dengan

membandingkan RSD  reprodusibilitas  yang
diperoleh dari 3 laboratorium yang berbeda
dengan RSD Horwitz. Hasil studi kolaborasi
menunjukkan RSD reprodusibilitas sebesar 0,69 %
yang jauh lebih kecil dibandingkan dengan RSD
Horwitz (9,81 %). Hal ini menunjukkan bahwa
metode yang diusulkan memiliki ketangguhan
(robustness) yang baik.
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Tabel 5 Hasil studi kolaborasi antar laboratorium.

No Nama Lab Nilai
1 Lab-01 25,70
2 Lab-02 25,68
3 Lab-03 26,00

5. KESIMPULAN

Penelitian ini berhasil memperjelas beberapa aspek
yang berbeda atau tidak dijelaskan pada metode
SNI 06-3954-2006 diantaranya tidak menjelaskan
proses preparasi sampel secara  detall,
penggunaan kolom kapiler yang berbeda sehingga
memberikan alternatif jenis kolom kapiler yang
dapat digunakan untuk menguji kandungan
senyawa 1,8-Sineol, dan kondisi pengukuran yang
berbeda menggunakan instrumen GC-FID. Metode
hasil pengembangan telah divalidasi dengan hasil
sebagai berikut : proses preparasi sampel yang
praktis, menggunakan kolom kapiler yang lain yaitu
HP-5 sehingga memberikan alternatif jenis kolom
kapiler yang dapat digunakan untuk pengujian
senyawa 1,8-Sineol, dan diperoleh  kondisi
pengukuran yang terpilih sebagai berikut : suhu
kolom mulai dari 80 °C dipertahankan 2 menit, lalu
dinaikkan sampai 220 °C dengan kecepatan 10 °C
per menit sehingga total waktu tambat lebih cepat
daripada metode SNI 06-3954-2006 yaitu 16 menit.
Uji ketangguhan metode (robustness) yang
dilakukan  melalui  studi  kolaborasi  telah
menunjukkan bahwa metode ini cukup tangguh
untuk diterapkan di laboratorium yang berbeda —
beda.
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