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            4 BAB II TINJAUAN PUSTAKA A. Penelitian Terdahulu Pada penelitian yang dilakukan oleh Meka et al. (2014) mengenai perkembangan validasi metode KCKT dalam plasma untuk mengestimasikan metformin HCl dan propranolol HCl dari obat bulk dan dari produk pasaran menggunakan kolom C-18 fase terbalik dengan deteksi UV pada panjang gelombang 232 nm. Fase gerak yang digunakan adalah campuran asetonitril dengan dapar fosfat 0,1 M pH 4,5 perbandingan 40:60 (v/v) dengan kecepatan alir 0,8 mL/menit. Dari hasil didapatkan linearitas dengan r 2 = 0,998, presisi kurang dari 1,56% dengan stabilitas dilihat selama 30 hari pada siklus beku- cair, dan LOD dan LOQ sebesar 15 ng/mL dan 45 ng/mL. Porta et al. (2007) menyatakan bahwa kadar metformin dalam plasma dapat ditentukan dengan metode kromatografi cair kinerja tinggi dengan menggunakan kolom 150 mm x 4,6 mm, fase diam C 18 dengan perbandingan fase gerak dapar fosfat 0,02 M pH 7,0 dan asetonitril (50:50) v/v, laju alir 1,0 mL, suhu kolom 40 o C, menggunakan standar internal yaitu propanolol, dan deteksi pada panjang gelombang 236 nm. Pada penelitian ini penggunaan dapar fosfat pH 7 mengacu pada penelitian yang dilakukan oleh Porta et al. (2007) dan penggunaan dapar fosfat pH 4,5 mengacu pada penelitian yang dilakukan oleh Meka et al. (2014). Pada penelitian ini dilakukan modifikasi terhadap perbandingan fase gerak, laju alir dan suhu kolom untuk mendapatkan kondisi yang optimal untuk analisis metformin HCl. B. Landasan Teori 1. Metformin HCl Metformin HCl adalah derivat dimetil dari kelompok biguanida yang berkhasiat memperbaiki sensitivitas insulin, terutama menghambat pembentukan glukosa dalam hati serta menurunkan kolesterol low density lipoprotein (LDL) dan trigliserida. Metformin Optimasi Fase Gerak…, Anisa Mirrah Hafizhat, Fakultas Farmasi, UMP, 2017 
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4
 BAB II
 TINJAUAN PUSTAKA
 A. Penelitian Terdahulu
 Pada penelitian yang dilakukan oleh Meka et al. (2014) mengenai
 perkembangan validasi metode KCKT dalam plasma untuk mengestimasikan
 metformin HCl dan propranolol HCl dari obat bulk dan dari produk pasaran
 menggunakan kolom C-18 fase terbalik dengan deteksi UV pada panjang
 gelombang 232 nm. Fase gerak yang digunakan adalah campuran asetonitril
 dengan dapar fosfat 0,1 M pH 4,5 perbandingan 40:60 (v/v) dengan kecepatan
 alir 0,8 mL/menit. Dari hasil didapatkan linearitas dengan r2= 0,998, presisi
 kurang dari 1,56% dengan stabilitas dilihat selama 30 hari pada siklus beku-
 cair, dan LOD dan LOQ sebesar 15 ng/mL dan 45 ng/mL.
 Porta et al. (2007) menyatakan bahwa kadar metformin dalam plasma
 dapat ditentukan dengan metode kromatografi cair kinerja tinggi dengan
 menggunakan kolom 150 mm x 4,6 mm, fase diam C18 dengan
 perbandingan fase gerak dapar fosfat 0,02 M pH 7,0 dan asetonitril
 (50:50) v/v, laju alir 1,0 mL, suhu kolom 40oC, menggunakan standar
 internal yaitu propanolol, dan deteksi pada panjang gelombang 236 nm.
 Pada penelitian ini penggunaan dapar fosfat pH 7 mengacu pada
 penelitian yang dilakukan oleh Porta et al. (2007) dan penggunaan dapar
 fosfat pH 4,5 mengacu pada penelitian yang dilakukan oleh Meka et al.
 (2014). Pada penelitian ini dilakukan modifikasi terhadap perbandingan fase
 gerak, laju alir dan suhu kolom untuk mendapatkan kondisi yang optimal
 untuk analisis metformin HCl.
 B. Landasan Teori
 1. Metformin HCl
 Metformin HCl adalah derivat dimetil dari kelompok biguanida
 yang berkhasiat memperbaiki sensitivitas insulin, terutama
 menghambat pembentukan glukosa dalam hati serta menurunkan
 kolesterol low density lipoprotein (LDL) dan trigliserida. Metformin
 Optimasi Fase Gerak…, Anisa Mirrah Hafizhat, Fakultas Farmasi, UMP, 2017
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 HCl adalah obat antidiabetes golongan biguanida, merupakan pilihan
 terapi lini pertama untuk diabetes tipe II (Tjay dan Rahardja, 2015).
 Gambar 2.1. Struktur metformin HCl (Depkes RI, 1995)
 M
 etformin HCl mempunyai pKa 12,4 dan pH larutan 1% metformin HCl
 adalah 6,68. Salah satu metode yang telah dikembangkan pada penetapan
 kadar metformin HCl, adalah menggunakan KCKT. Depkes RI (1995)
 menyebutkan bahwa metformin HCl dapat ditetapkan kadarnya
 menggunakan KCKT dengan deteksi pada panjang gelombang 218 nm,
 kolom berukuran 30 cm x 4 mm berisi bahan pengisi R bondapak C18 dan
 laju aliran 1 mL/menit.
 2. Kromatografi Cair Kinerja Tinggi
 a. Teori Dasar KCKT
 Kromatografi cair kinerja tinggi atau KCKT, dan biasa juga disebut
 KCKT (High Performance Liquid Chromatography) dikembangkan
 pada akhir tahun 1960-an dan awal tahun 1970-an. KCKT merupakan
 teknik pemisahan yang diterima secara luas untuk analisis dan
 pemurnian senyawa tertentu dalam suatu sampel pada jumlah bidang,
 antara lain: farmasi, lingkungan, bioteknologi, polimer, dan industri-
 Nama Kimia : N,N-dimetilimidodikarbonimidik diamide
 Rumus Molekul : C4H11N5HCl
 Berat Molekul : 165,6 g/mol
 Pemerian : Serbuk hablur putih, tidak berbau atau hampir
 tidak berbau; higroskopik
 Kelarutan : Mudah larut dalam air; praktis tidak larut dalam
 eter dan dalam kloroform; sukar larut dalam etanol
 (Depkes RI, 1995)
 Optimasi Fase Gerak…, Anisa Mirrah Hafizhat, Fakultas Farmasi, UMP, 2017

Page 3
                        

6
 industri makanan. Beberapa perkembangan KCKT terbaru antara lain:
 miniaturisasi sistem KCKT, penggunaan KCKT untuk analisis asam-
 asam nukleat, analisis protein, analisis karbohidrat, dan analisis
 senyawa-senyawa kiral (Gandjar dan Rohman, 2007).
 Kromatografi cair kinerja tinggi merupakan metode pemisahan
 dengan menggunakan kecepatan dan efisiensi tinggi yang dapat
 mengidentifikasi serta menetapkan secara kuantitatif bahan dalam
 jumlah yang sangat kecil. KCKT mempunyai kemajuan dalam
 teknologi kolom, sistem pompa tekanan tinggi, dan detektor yang
 sensitif. Kromatografi cair dapat menghasilkan pemisahan yang
 cepat dalam banyak hal, dengan keunggulan zat-zat yang tidak
 menguap atau tidak tahan panas dapat dikromatografi tanpa
 peruraian atau tanpa perlu membuat derivat yang dapat menguap
 (Depkes RI, 1995).
 b. Kegunaan Kromatografi Cair Kinerja Tinggi
 Kegunaan umum KCKT adalah untuk pemisahan sejumlah
 senyawa organik, anorganik, maupun senyawa biologis; analisis
 ketidakmurnian (impurities); analisis senyawa-senyawa yang tidak
 mudah menguap (non-volatil); penentuan molekul-molekul netral,
 ionik, maupun zwitter ion; isolasi dan pemurnian senyawa;
 pemisahan senyawa-senyawa yang strukturnya hampir sama;
 pemisahan senyawa-senyawa dalam jumlah sekelumit (trace
 elements), dalam jumlah banyak, dan dalam skala proses industri.
 KCKT merupakan metode yang tidak destruktif dan dapat
 digunakan baik untuk analisis kualitatif maupun kuantitatif.
 KCKT paling sering digunakan untuk menetapkan kadar
 senyawa-senyawa tertentu seperti asam-asam amino, asam-asam
 nukleat, dan protein-protein dalam cairan fisiologis; menentukan
 kadar senyawa-senyawa aktif obat, produk hasil samping proses
 sintetis, atau produk-produk degradasi dalam sediaan farmasi;
 memonitor sampel-sampel yang berasal dari lingkungan;
 memurnikan senyawa dalam suatu campuran; memisahkan polimer
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 dan menentukan distribusi berat molekulnya dalam suatu
 campuran; kontrol kualitas; dan mengikuti jalannya reaksi sintetis
 (Gandjar dan Rohman, 2007).
 c. Komponen-komponen KCKT
 KCKT merupakan teknis analisis yang paling sering digunakan
 dalam analisis farmasi untuk pemisahan, identifikasi, dan determinasi
 dalam campuran yang kompleks. Komponen-komponen penting dari
 KCKT dapat dilihat pada Gambar 2.2.
 Gambar 2.2. Diagram blok KCKT (Putra, 2004)
 1) Wadah Fase Gerak
 Wadah fase gerak yang digunakan harus bersih dan lembam
 (inert). Wadah pelarut yang kosong ataupun labu labolatorium
 dapat digunakan sebagai wadah fase gerak (Gandjar dan Rohman,
 2007).
 2) Pompa
 Pompa (Pump). Fase gerak dalam KCKT adalah suatu cairan
 yang bergerak melalui kolom. Ada dua tipe pompa yang
 digunakan, yaitu kinerja konstan (constant pressure) dan
 pemindahan konstan (constant displacement). Pemindahan konstan
 dapat dibagi menjadi dua, yaitu: pompa reciprocating dan pompa
 syringe. Pompa reciprocating menghasilkan suatu aliran yang
 berdenyut teratur (pulsating), oleh karena itu membutuhkan
 peredam pulsa atau peredam elektronik untuk menghasilkan garis
 dasar (base line) detektor yang stabil, bila detektor sensitif
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 terhadapan aliran. Keuntungan utamanya ialah ukuran reservoir
 tidak terbatas. Pompa syringe memberikan aliran yang tidak
 berdenyut, tetapi reservoirnya terbatas (Putra, 2004).
 Pompa yang cocok digunakan untuk KCKT adalah pompa yang
 inert terhadap fase gerak. Bahan yang umum dipakai untuk pompa
 adalah gelas, baja tahan karat, teflon, dan batu nilam. Pompa yang
 diberikan mampu memberikan tekanan sampai 5000 psi dan
 mampu mengalirkan fase gerak dengan kecepatan alir 3 mL/menit.
 Untuk tujuan preparatif, pompa yang digunakan harus mampu
 mengalirkan fase gerak dengan kecepatan 20 mL/menit (Gandjar
 dan Rohman, 2007).
 3) Injektor
 Sampel yang akan dimasukkan ke bagian ujung kolom, harus
 dengan disturbansi yang minimum dari material kolom. Ada dua
 model umum yaitu stopped flow dan solvent flowing. Ada tiga tipe
 dasar injektor yang dapat digunakan pertama stop-flow (aliran
 dihentikan) injeksi dilakukan pada kinerja atmosfir, sistem
 tertutup, dan aliran dilanjutkan lagi. Teknik ini bisa digunakan
 karena difusi di dalam cairan kecil dan resolusi tidak dipengaruhi.
 Kedua adalah septum dimana septum yang digunakan pada KCKT
 sama dengan yang digunakan pada kromatografi gas. Injektor ini
 dapat digunakan pada kinerja sampai 60-70 atmosfir. Septum ini
 tidak tahan dengan semua pelarut- pelarut kromatografi cair.
 Partikel kecil dari septum yang terkoyak diakibatkan jarum injektor
 sehingga dapat menyebabkan penyumbatan. Ketiga adalah loop
 valve dimana tipe injektor ini digunakan untuk menginjeksi volume
 lebih besar dari 10 μl dan dilakukan dengan cara otomatis
 (dengan menggunakan adaptor yang sesuai, volume yang lebih
 kecil dapat diinjeksikan secara manual). Pada posisi LOAD,
 sampel diisi ke dalam loop pada kinerja atmosfir, bila VALVE
 difungsikan, maka sampel akan masuk ke dalam kolom (Putra,
 2004).
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 4) Kolom
 Kolom adalah jantung kromatografi. Berhasil atau gagalnya
 suatu analisis tergantung pada pemilihan kolom dan kondisi
 percobaan yang sesuai. Kolom dapat dibagi menjadi dua
 kelompok, yaitu:
 a) Kolom analitik: diameter dalam 2-6 mm. Panjang kolom
 tergantung pada jenis material pengisi kolom. Untuk kemasan
 pellicular, panjang yang digunakan adalah 50-100 cm. Untuk
 kemasan poros mikropartikulat, 10-30 cm. Dewasa ini ada yang
 5 cm.
 b) Kolom preparatif: diameter 6 mm atau lebih besar dan panjang
 kolom 25-100 cm (Putra, 2004).
 Kolom umumnya dibuat dari stainlesteel dan biasanya
 dioperasikan pada temperatur kamar, tetapi bisa juga digunakan
 temperatur lebih tinggi, terutama untuk kromatografi penukar ion
 dan kromatografi eksklusi. Pengepakan kolom tergantung pada
 model KCKT yang digunakan (Putra, 2004).
 5) Detektor
 Detektor pada KCKT dikelompokkan menjadi 2 golongan,
 yaitu:
 a) Detektor universal: mampu mendeteksi zat secara umum, tidak
 bersifat spesifik, dan tidak bersifat selektif seperti detektor
 indeks bias dan detektor spektrometri massa.
 b) Detektor yang spesifik: mampu mendeteksi analit secara
 spesifik dan selektif, seperti detektor UV-Vis, detektor
 fluoresensi, dan elektrokimia (Gandjar dan Rohman, 2007).
 Detektor spektofotometri UV-Vis didasarkan pada adanya
 penyerapan radiasi ultraviolet (UV) dan sinar tampak (Vis) pada
 kisaran panjang gelombang 190-800 nm oleh spesies solut yang
 mempunyai struktur-struktur atau gugus-gugus kromofik (Gandjar
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 dan Rohman, 2007). Detektor photodiode-array (PDA)
 merupakan modifikasi dari detektor UV-Vis. Detektor ini
 mampu memberikan kumpulan kromatogram secara simultan
 pada panjang gelombang yang berbeda dalam sekali proses
 (single run). Pada detektor ini dapat diperoleh spektum UV tiap
 puncak yang terpisah sehingga dapat dijadikan sebagai alat
 yang penting untuk memilih panjang gelombang maksimal
 untuk sistem KCKT yang digunakan (Gandjar dan Rohman,
 2007).
 Detektor fluoresensi sangat spesifik karena tidak semua
 obat mempunyai sifat fluoresen. Fluoresensi merupakan
 fenomena luminisensi yang terjadi ketika suatu senyawa
 menyerap sinar UV atau visibel lalu mengemisikannya pada
 panjang gelombang yang lebih besar. Kelemahan detektor ini
 yaitu rentang linieritasnya yang sempit yakni antara 10-100,
 sementara keunggulannya detektor ini lebih sensitif dan selektif
 (Gandjar dan Rohman, 2007).
 Detektor indeks bias merupakan detektor yang bersifat
 universal yang mampu memberikan respon (sinyal) pada setiap
 zat terlarut. Detektor ini akan merespon setiap perbedaan indeks
 bias antara analit yaitu zat terlarut dengan pelarutnya yaitu fase
 geraknya. Kelemahan detektor ini yaitu indeks bias dipengaruhi
 oleh suhu, oleh karena itu suhu fase gerak, kolom, dan detektor
 harus dikendalikan secara seksama (Gandjar dan Rohman,
 2007).
 Detektor elektrokimia yang banyak digunakan adalah
 detektor konduktivitas dan detektor amperometri. Fase gerak
 yang digunakan harus mengandung elektrolit pendukung
 sehingga fase geraknya harus yang bersifat polar. Keuntungan
 dari detektor ini yaitu mempunyai kepekaan yang tinggi,
 sementara kelemahannya yaitu membutuhkan keterampilan dan
 latihan yang cukup untuk mengoperasikannya supaya
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 didapatkan garis dasar (baseline) yang stabil (Gandjar dan
 Rohman, 2007).
 6) Sistem Pengolahan Data (Integrator/Rekorder)
 Alat ini akan mengukur sinyal elektronik yang dihasilkan oleh
 detektor. Sinyal lalu mem-plotkannya sebagai suatu kromatogram
 yang selanjutnya dapat dievaluasi oleh seorang analis (Gandjar
 dan Rohman, 2007).
 d. Fase Diam pada KCKT
 Kebanyakan fase diam pada KCKT berupa silika yang
 dimodifikasi secara kimiawi, silika yang tidak dimodifikasi, atau
 polimer-polimer stiren dan divinil benzene. Permukaan silika adalah
 polar dan sedikit asam karena adanya residu gugus silanol (Si-OH).
 Silika yang dimodifikasi ini mempunyai karakteristik kromatografik
 dan selektifitas yang berbeda jika dibandingkan dengan silika yang
 tidak dimodifikasi (Gandjar dan Rohman, 2007).
 e. Fase Gerak pada KCKT
 Fase gerak atau eluen biasanya terdiri atas campuran pelarut
 yang dapat bercampur yang secara keseluruhan berperan dalam
 daya elusi dan resolusi. Daya elusi dan resolusi ini ditentukan oleh
 polaritas keseluruhan pelarut, polaritas fase diam, dan sifat-sifat
 komponen sampel (Gandjar dan Rohman, 2007).
 f. Elusi Gradien dan Isokratik
 Elusi dapat dilakukan dengan cara isokratik (komposisi fase gerak
 tetap selama elusi) atau dengan cara bergradien (komposisi fase gerak
 berubah – ubah selama elusi). Elusi bergradien digunakan untuk
 meningkatkan resolusi campuran yang kompleks terutama jika sampel
 mempunyai kisaran polaritas yang luas (Gandjar dan Rohman, 2007).
 g. Jenis Pemisahan Kromatografi Cair Kinerja Tinggi
 Berdasarkan jenis fase gerak dan fase diamnya, jenis pemisahan
 KCKT dibedakan atas:
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 1) Kromatografi Fase Normal Kromatografi dengan kolom yang fase
 diamnya bersifat polar, misalnya silika gel, alumina, sedangkan
 fase geraknya bersifat non polar seperti heksan.
 2) Kromatografi Fase Terbalik pada kromatografi fase terbalik, fase
 diamnya bersifat non polar, yang banyak dipakai adalah
 oktadesilsilan (ODS atau C18) dan oktilsilan (C8). Sedangkan fase
 geraknya bersifat polar, seperti air, metanol dan asetonitril (Mulya
 dan Suherman, 1995).
 h. Proses Kromatografi Cair Kinerja Tinggi
 Kromatografi merupakan teknik yang mana solut atau zat-zat
 terlarut terpisah oleh perbedaan kecepatan elusi, dikarenakan solut-
 solut ini melewati suatu kolom kromatografi. Pemisahan solut-solut ini
 diatur oleh distribusi dalam fase gerak dan fase diam. Penggunaan
 kromatografi cair membutuhkan penggabungan secara tepat dari
 berbagai macam kondisi operasional seperti jenis kolom, fase gerak,
 panjang dan diameter kolom, kecepatan alir fase gerak, suhu kolom,
 dan ukuran sampel (Gandjar dan Rohman, 2007).
 i. Kelebihan dan Keterbatasan Kromatografi Cair Kinerja Tinggi
 Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT) merupakan suatu
 metode pemisahan canggih dalam analisis farmasi yang dapat
 digunakan sebagai uji identitas, uji kemumian dan penetapan kadar.
 Titik beratnya adalah untuk analisis senyawa-senyawa yang tidak
 mudah menguap dan tidak stabil pada suhu tinggi, yang tidak bisa
 dianalisis dengan Kromatografi Gas. Banyak senyawa yang dapat
 dianalisis dengan KCKT mulai dari senyawa ion anorganik sampai
 senyawa organik makromolekul. Untuk analisis dan pemisahan
 obat/bahan obat campuran rasemis optis aktif dikembangkan suatu
 fase pemisahan kiral (Chirale Trenn Phasen) yang mampu
 menentukan rasemis dan isomer aktif (Putra, 2004).
 Pada Farmakope Indonesia Edisi III (1979) KCKT belum
 digunakan sebagai suatu metoda analisis baik kualitatif maupun
 kuantitatif. Di Farmakope negara-negara maju sudah lama digunakan,
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 seperti Farmakope Amerika Edisi 21 (United State of Pharmacopoeia
 XXI), Farmakope Jerman Edisi 10 (Putra, 2004).
 Keterbatasan metode KCKT yaitu untuk identifikasi senyawa,
 kecuali jika KCKT dihubungkan dengan spektrofotometer massa.
 Keterbatasan lainnya adalah jika sampelnya sangat kompleks maka
 resolusi yang baik sulit diperoleh (Gandjar dan Rohman, 2007).
 j. Parameter Kromatografi
 Ada beberapa parameter kromatografi yang digunakan secara
 umum yaitu:
 1) Waktu Tambat/ Waktu Retensi
 Waktu tambat atau waktu retensi (tR) adalah selang waktu
 yang diperlukan oleh solut mulai saat injeksi sampai keluar dari
 kolom dan sinyalnya ditangkap oleh detektor (Mulya dan
 Suharman, 1995).
 2) Resolusi
 Resolusi didefinisikan sebagai perbedaan antara waktu
 retensi 2 puncak yang saling berdekatan dibagi dengan rata-rata
 lebar puncak.
 R =
 Nilai resolusi harus mendekati atau lebih dari 1,5 karena akan
 memberikan pemisahan puncak yang baik (Gandjar dan Rohman,
 2007).
 3) Efisiensi kolom
 Salah satu karakteristik sistem kromatografi yang paling
 penting adalah efisiensi atau jumLah lempeng teoritis (N). Ukuran
 efisiensi kolom adalah jumLah lempeng (plate number, N) yang
 didasarkan pada konsep lempeng teoritis pada distilasi. Jumlah
 lempeng (N) dihitung dengan:
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 Yang mana:
 tR = Waktu retensi solut
 σt = Simpangan baku lebar puncak
 Wh/2 = Lebar setengah tinggi puncak
 Wb = Lebar dasar puncak
 Gambar 2.3. Cara mengukur tR, σt, Wh/2, Wb suatu puncak
 kromatogram (Kealey and Haines, 2002)
 Persamaan berikut digunakan untuk menggambarkan hubungan
 antara panjang kolom (L) dengan efisiensi kolom (H):
 N=
 Bilangan lempeng (N) yang tinggi disyaratkan untuk
 pemisahan yang baik yang nilainya sebanding dengan semakin
 panjangnya kolom (L) dan semakin kecilnya nilai (H). Istilah H
 merupakan tinggi ekivalen lempeng teoritis atau HETP (High
 Eqivalent Theoritical Plate), yang mana merupakan panjang
 kolom yang dibutuhkan untuk menghasilkan satu lempeng
 teoritis. Kolom yang baik akan mempunyai bilangan lempeng
 yang tinggi dan karenannya kolom yang baik mempunyai nilai H
 yang rendah. Semakin kecil ukuran partikel, maka semakin tinggi
 bilangan lempeng teoritis. Kondisi optimum diperoleh dengan
 melihat hubungan antara tinggi lempeng teoritis dan kecepatan
 alir (kurva Van Deemter) dalam sistem kromatografi, diharapkan
 untuk mempunyai bilangan lempeng (N) yang tinggi. Bilangan
 lempeng (N) akan meningkat dengan adanya beberapa faktor
 yaitu: kolom yang dikemas dengan baik, kolom yang lebih
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 panjang, partikel fase diam yang lebih kecil, viskositas fase gerak
 yang lebih rendah dan suhu yang lebih tinggi, molekul-molekul
 sampel yang lebih kecil, pengaruh di luar kolom yang minimal
 (Rohman, 2009).
 4) Faktor asimetri (Faktor pengekoran)
 Faktor asimetri disebut juga “tailing factor (TF)” yaitu
 terjadinya pengekoran pada kromatogram sehingga bentuk
 kromatogram menjadi tidak simetris (Mulya dan Suharman,
 1995). Jika puncak yang akan dikuantifikasi adalah asimetri,
 maka suatu perhitungan asimetrisitas merupakan cara yang paling
 berguna untuk mengontrol atau mengkarakterisasi sistem
 kromatografi. Puncak asimetri muncul karena berbagai faktor.
 Peningkatan puncak yang asimetri akan menyebabkan penurunan
 resolusi, batas deteksi, dan presisi. Gambar 2.4 menunjukkan
 bagaimana menghitung nilai faktor pengekoran (tailing factor,
 TF). Kromatogram yang memberikan nilai TF=1 menunjukkan
 bahwa kromatogram tersebut bersifat setangkup atau simetris.
 Nilai TF >1 menunjukkan bahwa kromatogram mengalami
 pengekoran (tailing). Semakin besar nilai TF maka kolom yang
 dipakai semakin kurang efisien. Dengan demikian nilai TF dapat
 digunakan untuk melihat efisiensi kolom kromatogram (Rohman,
 2009).
 Gambar 2.4. Menghitung besarnya TF pada kromatogram (Mulya
 dan Suherman, 1995)
 5) Faktor kapasitas (k’)
 Faktor kapasitas (k’) merupakan suatu ukuran seberapa jauh
 senyawa tersebut berpartisi atau mengadsorpsi ke dalam fase diam
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 dari fase gerak. Harga k’ yang kecil menunjukkan bahwa senyawa
 tertahan lebih sebentar. Besar k’ menyiratkan pemisahan yang
 baik tapi memakan waktu analisis lebih lama dengan puncak
 bordening dan menurunnya sensitivitas. Lamanya waktu yang
 dibutuhkan suatu senyawa ditahan untuk melewati kolom
 bergantung pada faktor kapasitasnya (Watson, 2009). Faktor
 kapasitas suatu komponen dapat dinyatakan sebagai berikut:
 K = =
 Keterangan:
 t0 = waktu yang diperlukan bagi suatu molekul-tak
 ditahan untuk melewati volume hampa
 tR = waktu yang diperlukan analit untuk melewati
 kolom
 k. Metode Kuantifikasi
 1) Metode baku eksternal
 Metode yang paling umum untuk menetapkan konsentrasi
 senyawa yang tidak diketahui konsentrasinya dalam suatu sampel
 adalah dengan menggunakan plot kalibrasi menggunakan baku
 eksternal. Larutan-larutan baku ini dirujuk sebagai baku
 eksternal karena larutan-larutan baku ini disiapkan dan dianalisis
 secara terpisah dari kromatogram senyawa tertentu yang ada dalam
 sampel.
 2) Metode baku internal
 Baku internal merupakan senyawa yang berbeda dengan analit,
 senyawa ini harus terpisah dengan baik selama proses pemisahan.
 Perlakuan sampel memerlukan tahapan-tahapan yang meliputi
 derivatisasi, ekstraksi, filtrasi, dan sebagainya yang dapat
 mengakibatkan berkurangnya sampel. Jika baku internal
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 ditambahkan pada sampel sebelum dilakukan preparasi sampel,
 maka baku internal dapat mengoreksi hilangnya sampel-sampel ini.
 Syarat-syarat suatu senyawa dapat digunakan sebagai baku
 internal adalah: terpisah dengan baik dari senyawa yang dituju atau
 puncak-puncak lain; mempunyai waktu retensi yang hampir sama
 dengan analit; tidak terdapat dalam sampel; mempunyai kemiripan
 sifat-sifat dengan analit dalam tahapan-tahapan penyiapan sampel;
 tidak mempunyai kemiripan secara kimiawi dengan analit; tersedia
 dalam perdagangan dengan kemurnian tinggi; stabil dan tidak
 reaktif dengan sampel atau dengan fase gerak; mempunyai respon
 detektor yang hampir sama dengan analit pada konsentrasi yang
 digunakan (Stevenson, 1991; Rohman, 2007).
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 C. Kerangka Konsep
 dengan variasi
 diinjeksikan
 dengan
 digunakan untuk
 diamati
 Fase Gerak Dapar Fosfat pH 7 & pH 4,5
 dengan Asetonitril
 KCKT dengan detektor
 UV λ 233 nm
 Variasi Suhu Kolom
 1. 25 oC
 2. 40 oC
 3. 35 oC
 Variasi Laju Alir 1. 0,5 mL/menit
 2. 1 mL/menit
 3. 1,5 mL/menit
 Asimetri<2
 Luas Puncak RSD <2%
 Teoritical Plate>1000
 Waktu Retensi
 Kondisi yang Optimal
 Analisis Metformin HCl
 1. 95:5 2. 90:10
 3. 85:15
 1. 80:20 2. 70:30
 3. 60:40
 4. 50:50
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