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INTISARI

Vitamin C memiliki gugus kromofor dan dapat dianalisis menggunakan spektrofotometri
UV, namun apabila matriks yang akan dianalisis berupa multivitamin yang kompleks diperlukan
metode pemisahan yang selektif untuk mengurangi interferensi dari matriks. Salah satu metode
pemisahan yang selektif dalam pemisahan adalah Molecular Imprinted Polymer (MIP) yang belum
banyak digunakan dalam sampel multivitamin. Penelitian ini bertujuan untuk memperoleh MIP yang
selektif untuk pemisahan vitamin C dalam sediaan multivitamin.

Metode penelitian meliputi pengamatan interaksi vitamin C dengan monomer fungsional
menggunakan spektrofotomeri UV. MIP disintesis dengan menggunakan metode ruah selama 24 jam
pada suhu 60°C. MIP dikarakterisasi menggunakan menggunakan spektrofotometri inframerah dan
scanning electron microscopy. Selektivitas MIP ditentukan dengan pengujian faktor imprinting dan
perbandingan perolehan kembalinya terhadap metode ekstraksi cair-cair (ECC) dan SPE Cis untuk
pemisahan vitamin C dalam sampel multivitamin di pasaran menggunakan metode yang telah
tervalidasi.

Pergeseran hipsokromik menunjukkan adanya interaksi antara vitamin C dengan monomer
fungsional di mana ikatan hidrogen berperan dominan dalam sintesis MIP. Faktor imprinting yang
lebih dari 1 dan nilai perolehan kembali yang mendekati 100% menunjukkan selektivitas MIP
terhadap vitamin C. MIP-1 memiliki selektivitas paling tinggi dibandingkan dengan metode ECC dan
SPE Cis untuk pemisahan vitamin C dalam sampel multivitamin dengan persen perolehan kembali
berturut-turut sebesar 98,17+2,31%, 69,42+3,01%, dan 93,26%4,24%. MIP-1 yang dihasilkan
selektif untuk pemisahan vitamin C dalam sediaan multivitamin.

Kata kunci : Vitamin C; Multivitamin; Pemisahan; MIP

ABSTRACT

Vitamin C has a chromophore group that can be analyzed using UV-Vis spectrophotometry,
however, if the complex matrix to be analyzed like multivitamins, a selective separation method is
required to eliminate matrix interferences. One of the selective separation methods is Molecular
Imprinted Polymer (MIP) which hasn’t been widely used in multivitamin samples. The purpose of
this study was to obtain selective MIP for the separation of vitamin C in multivitamins..

Research methods included interaction observation of vitamin C with functional monomers
using UV spectrophotometry, MIP was synthesized using a bulk method for 24 hours at 60°C. MIP
was characterized using spectrophotometry, infrared, and scanning electron microscopy MIP
selectivity was determined by the determination of imprinting factor and its recovery with the liquid-
liquid extraction method (LLE) and SPE C18 for separation of vitamin C in multivitamin samples on
the market using a validated method.
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Hypsochromic shift showed interaction between vitamin C and functional monomers, which
hydrogen bonds were taking role in MIP synthesis. Imprinting factor more than 1 and recovery value
close to 100% indicated MIP selectivity to vitamin C. MIP-1 had the highest selectivity compared to
the ECC and SPE C18 methods for separation of vitamin C in multivitamin samples with the recovery
0f98.17 +2.31%, 69.42 + 3.01%, and 93.26+4.24% respectively. Synthesized MIP-1 was selective for
the separation of vitamin C in multivitamins.

Keyword: Vitamin C; Multivitamins; Separation; MIP

1. PENDAHULUAN

Penggunaan multivitamin secara rutin pada masyarakat di seluruh dunia
meningkat secara signifikan setiap tahunnya, kebanyakan masyarakat
menggunakan multivitamin secara rutin untuk pengobatan atau pencegahan
penyakit kronis [1]. Terjadi peningkatan penggunaan multivitamin di tengah masa
pandemi COVID-19 karena kemampuannya untuk menjaga sistem imun tubuh.
Multivitamin memiliki efek imunomodulator yang memiliki peran penting dalam
pencegahan dan terapi pendukung COVID-19 [2], [3]. Sebagian besar vitamin tidak
dapat disintesis dalam tubuh sehingga diperlukan asupan dari luar. Vitamin dapat
diklasifikasikan berdasarkan kelarutannya sebagai vitamin larut air (C dan B) dan
vitamin larut lemak (A, D, E, dan K) [4].

Salah satu komponen yang sering digunakan dalam sediaan multivitamin
adalah vitamin C. Vitamin C berfungsi membantu sintesis dan metabolisme tirosin,
asam folat dan triptofan, hidroksilasi glisin, prolin, lisin karnitin dan katekolamin.
Kekurangan vitamin C sering dikaitkan dengan penyakit anemia, infeksi, gusi
berdarah, skorbut, penyembuhan luka yang buruk, perdarahan kapiler, degenerasi
otot, plak aterosklerotik, dan gangguan sistem saraf [5], [6]. Vitamin C dapat
digunakan sebagai terapi pendukung dalam penanganan COVID-19 karena
kemampuannya sebagai antioksidan, antiinflamasi, antitrombotik dan
imunodulator. Beberapa penelitian mengindikasikan penggunaan vitamin C untuk
pencegahan, memperpendek waktu infeksi, dan mengurangi komplikasi penyakit
tanpa adanya efek samping yang dihasilkan [7], [8], [9], [10].

Berbagai metode analisis sudah banyak dikembangkan untuk analisis
vitamin C dalam berbagai matriks, dimana metode yang umum digunakan adalah
kromatografi cair kinerja tinggi (KCKT) [11], [12], [13], [14], [15]. Sediaan
multivitamin yang beredar di pasaran biasanya mengandung vitamin larut air,
vitamin larut lemak, dan mineral lainnya. Vitamin dengan mineral tablet (VMT) yang
lengkap mengandung 5 vitamin larut dalam minyak, 9 vitamin yang larut dalam air
dan 17 elemen mineral dan merupakan salah satu sediaan farmasi yang banyak
digunakan untuk suplemen vitamin dan mineral, penentuan vitamin yang larut
dalam air (termasuk vitamin C) dalam VMT sulit karena ketidakstabilan sampel,
polaritas yang tinggi, serta kompleksitas matriks [16].

Berdasarkan struktur kimianya, vitamin C memiliki gugus kromofor
sehingga dapat dianalisis menggunakan spektrofotometri UV, namun apabila
matriks yang akan dianalisis bersifat kompleks seperti multivitamin diperlukan
metode pemisahan yang selektif sebagai faktor kunci dalam analisisnya [17], oleh
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karena itu perlu dilakukan pengembangan metode untuk meningkatkan selektivitas
pemisahan serta mereduksi waktu preparasi dan analisis sampel. Berbagai metode
pemisahan untuk vitamin C dalam berbagai matriks sudah dikembangkan seperti
ekstraksi cair-cair, ekstraksi fasa padat (SPE), dan ultrasound-assisted extraction
[18],[19],[20], [21], [22]. Salah satu metode pemisahan yang banyak dikembangkan
saat ini adalah Molecular Imprinted Polymer (MIP) karena metode ini bersifat
selektif. Penelitian MIP yang ada belum diaplikasikan sebagai metode pemisahan
untuk menggantikan metode lain seperti ekstraksi cair-cair maupun Solid Phase
Extraction (SPE) untuk pemisahan vitamin C dalam sampel multivitamin [23], [24],
[25], [26]. Penelitian ini bertujuan untuk memperoleh MIP yang selektif untuk
pemisahan vitamin C dalam sediaan multivitamin.

2. METODE PENELITIAN

2.1. ALAT DAN BAHAN

Alat yang digunakan dalam penelitian ini yaitu timbangan digital Metler
Toledo DRAGON 204®, hotplate strirrer IKA C-MAG HS 7®, mikropipet,
Spektrofotometer ultraviolet (UV) UV Shimadzu UV-1800®, spektrofotometer
inframerah (IR) Shimadzu [RTracer-100®, Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT)
Shimadzu Prominence® detektor Photo Diode Array (PDA), Scanning Electron
Microscope (SEM)-EDX Zeiss EVO MA15®, coating sampel Quorum Q150T ES® dan
alat gelas lainnya.

Bahan yang digunakan pada penelitian ini yaitu, vitamin C (Sigma Aldrich),
akrilamida (Sigma Aldrich), 2-hidroksietilmetakrilat (HEMA, Sigma Aldrich),
etilenglikoldimetakrilat (EGDMA, Sigma Aldrich), azobisisobutironitril (AIBN,
Sigma Aldrich), asetonitril (Merck), metanol (Merck), kloroform (Merck), cartridge
SPE kosong, cartridge SPE Cis (Waters), sampel multivitamin.

2.2. CARA KERJA
Sintesis Molecular Imprinted Polymer (MIP)

Sintesis MIP diawali dengan mengamati interaksi antara molekul cetakan
(vitamin C) dan monomer fungsional yaitu akrilamida dan HEMA, interaksi yang
diamati berupa pembentukan ikatan hidrogen menggunakan spektrofotometer UV
Shimadzu UV-1800%®. Dilakukan penentuan konstanta asosiasinya (Ka) untuk
masing-masing monomer. Sintesis MIP dilakukan dengan metode ruah, molekul
cetakan, monomer fungsional, pengikat silang, dan inisiator dilarutkan dalam
pelarut porogen dalam satu wadah, digunakan EGDMA sebagai pengikat silang,
AIBN sebagai inisiator reaksi, dan pelarut porogen berupa metanol. Vitamin C
dilarutkan, kemudian ditambahkan monomer fungsional ke dalam vial dan
disonikasi. Pengikat silang dan inisiator ditambahkan ke dalam vial, disonikasi, dan
dialiri gas nitrogen, vial ditutup rapat, dimasukan dalam oven 24 jam pada suhu
60°C. Non Imprinted Polymer (NIP) yaitu MIP yang dibuat tanpa menggunakan
molekul cetakan juga dibuat dengan komposisi dan kondisi reaksi yang sama dengan
MIP sebagai pembanding.
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Karakterisasi MIP

MIP dan NIP hasil sintesis dikarakterisasi menggunakan spektrofotometri IR
Shimadzu IRTracer-100®, dan SEM-EDX Zeiss EVO MA15®. Pelepasan molekul
cetakan MIP dioptimasi menggunakan sokhlet, refluks, dan sonikasi. Pengamatan
pelepasan molekul cetakan dilakukan secara spektrofotometri inframerah. MIP diuji
kemampuan pengikatan ulangnya dengan menginkubasikan MIP dengan larutan
vitamin C kemudian diamati perbandingan antara kadar vitamin C awal dan yang
sudah berinteraksi dengan MIP. Kapasitas adsropsi dilakukan dengan
membandingakan kemampuan MIP dan NIP dalam mengikat vitamin C, larutan
vitamin C dengan dimasukan ke dalam 3 vial, 1 vial berisi 10 mg MIP, 1 vial berisi 10
mg NIP, dan 1 vial tanpa isi (blanko), vial diinkubasi selama 24 jam untuk
mengamati terjadinya interaksi antara vitamin C dengan MIP dan NIP, setelah 24
jam dilakukan analisis kadar vitamin C pada ketiga vial tersebut dan dilakukan
penentuan kapasitas adsorpsi.

Pembuatan Molecular Imprinted Polymer Solid Phase Extraction (MISPE)

MIP yang telah dikarakterisasi dikemas dalam kemasan seperti Solid Phase
Extraction (SPE) untuk mempermudah penggunaan dalam pemisahan. 100 mg MIP
dimasukan ke dalam cartridge SPE kosong volume 2 mL kemudian ditutup dengan
frit yang akan disebut sebagai MISPE. NIP diperlakukan sama dengan MIP sebagai
pembanding yang akan disebut sebagai Non-Imprinted Solid Phase Extraction
(NISPE).

Validasi Metode Analisis

Validasi metode analisis vitamin C dilakukan menggunakan spektrofometri
UV dimana parameter yang diuji adalah linearitas, batas deteksi, batas kuantisasi,
akurasi, dan presisi. Linearitas ditentukan dengan cara membuat kurva antara
konsentrasi dengan respon Parameter linearitas kurva adalah koefisien korelasi (r)
dan koefisien variansi regresi (Vxo). Batas deteksi dan batas kuantisasi dihitung dari
perbandingan signal to noise dengan metode Miller dan Miller [27]. Akurasi
diperoleh dengan cara menghitung rata-rata persen perolehan kembali analit yang
ditambahkan. Parameter presisi diperoleh dari pengamatan koefisien variansi.

Pengaplikasian MIP

Sebelum diaplikasikan untuk pemisahan vitamin C pada sampel
multivitamin, dilakukan optimasi eluen untuk pemisahan menggunakan berbagai
pelarut organik untuk memperoleh perolehan kembali tertinggi dari vitamin C.
Selektivitas pemisahan diamati dengan menggunakan sampel multivitamin yang
mengandung vitamin C yang beredar di pasaran. Pengujian selektivitas dilakukan
dengan membandingan antara MIP yang telah dibuat dengan dengan metode
ekstraksi cair-cair (ECC) dan SPE Cis untuk pemisahan vitamin C dalam sampel
multivitamin.
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3. HASIL DAN PEMBAHASAN
Sintesis MIP

Sintesis MIP diawali dengan mengamati interaksi antara molekul cetakan
(vitamin C) dengan monomer fungsional (akrilamida dan HEMA) dengan
menggunakan titrasi UV, 0,0001 mol vitamin C ditambahkan larutan akrilamida dan
HEMA masing-masing dengan perbandingan mol vitamin C : monomer (1:1 sampai
1:10) kemudian diukur panjang gelombang maksimum dan absorbansinya.
Kemudian dilakukan penentuan konstanta asosiasi dengan menggunakan rumus:

K [M
AL =1+ M]__ Al max . persamaan 1
1+K [M]
AL = selisih panjang gelombang
K = konstanta asosiasi
[M] = konsentrasi monomer

AAmax = selisih panjang gelombang maksimum

Tabel 1. Titrasi UV vitamin C-akrilamida dan vitamin C-HEMA

VitC: Panjang  Absorbansi VitC: Panjang Absorbansi
akrilamida gelombang HEMA gelombang
(mol:mol) (nm) (mol:mol) (nm)
1:0 247,0 0,534 1:0 247,0 0,534
1:1 246,5 0,492 1:1 245,5 0,482
1:2 246,0 0,469 1:2 245,0 0,451
1:3 245,5 0,446 1:3 244,0 0,419
1:4 244,0 0,423 1:4 243,0 0,384
1:5 244,0 0,401 1:5 243,0 0,355
1:6 244,0 0,382 1:6 243,0 0,327
1:7 244,0 0,359 7 243,0 0,301
1:8 245,0 0,344 1:8 243,0 0,286
1:9 244,0 0,321 1:9 243,0 0,256
1:10 244,0 0,307 1:10 245,0 0,249

Dari hasil titrasi UV pada tabel 1 terjadi interaksi antara vitamin C dengan
akrilamida dan HEMA. Ketika mulai ditambahkan monomer fungsional terjadi
pergeseran hipsokromik yang menunjukkan bahwa ada interaksi dimana terjadi
penurunan panjang gelombang seiring dengan peningkatan konsentrasi monomer
yang ditambahkan sehingga dapat disimpulkan akrilamida dan HEMA merupakan
monomer yang dapat digunakan dalam pembuatan sintesis MIP [28]. Dari tabel 1
diketahui perbandingan konsentrasi optimum untuk vitamin C berikatan dengan
akrilamida dan HEMA adalah 1:4 (mol:mol), dimana setelah 1:4 tidak terjadi
pergeseran panjang gelombang maksimal lagi. Nilai konstanta asosiasi antara
vitamin C-akrilamida sebesar -2,3965 x 104 M-1 dan nilai konstanta asosiasi vitamin
C-HEMA sebesar -2,1201 x 104 M1,

MIP disintesis menggunakan metode ruah, molekul cetakan, monomer
fungsional, pengikat silang dan inisiator reaksi dimasukkan ke dalam satu wadah
bersama pelarut porogen, kemudian diinkubasi pada temperatur 60°C untuk
menginisiasi reaksi [29]. Optimasi sintesis dilakukan dengan mencari konsentrasi
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ideal perbandingan komponen MIP. MIP yang optimum diperoleh dengan
perbandingan molekul cetakan: monomer fungsional: pengikat silang 1:4:20
(mol:mol:mol) dengan waktu sintesis selama 24 jam pada suhu 60°C. Non-Imprinted
Polimer (NIP) yaitu MIP tanpa molekul cetakan disintesis dengan metode yang sama
sebagai pembanding [30].

Tabel 2. Sintesis MIP&NIP

1:4:20 (monomer akrilamida)
0:4:20 (monomer akrilamida)
1:4:20 (monomer HEMA)
0:4:20 (monomer HEMA)

Karakterisasi MIP

MiP-1

g
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38
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3

lxlllklllil

4000 3750 3500 3250 3000 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1000 750 500
cem-1

o] NIP-1

75—

4000 3750 3500 3250 3000 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1000 750 500

Gambar 1. Spektrum Inframerah MIP-1 (atas) dan NIP-1 (bawah)

MIP dan NIP dikarakterisasi menggunakan spektrofotometri IR dan SEM EDX
untk mengamati dan membandingkan spektrum MIP dan NIP. Gambar 1 dan 2
menunjukkan perbedaan pada daerah ikatan gugus karbonil (1650-1800 cm-1),
terbentuk interaksi berupa ikatan hidrogen pada dan MIP yang terbentuk antara
gugus karbonil pada vitamin C dengan atom hidrogen pada monomer. Ikatan
hidrogen membuat vitamin C terikat pada MIP yang ditunjukan dengan
penambahan puncak di daerah gugus karbonil pada spektrum [31]. Citra SEM pada
gambar 3 dan 4 menunjukkan NIP memiliki bentuk yang lebih seragam
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dibandingkan dengan MIP dan jumlah rongga yang lebih sedikit. Pada NIP ikatan
yang terbentuk hanya dihasilkan dari monomer fungsional dan pengikat silang saja,
tidak adanya ikatan yang terbentuk antara monomer fungsional dengan vitamin C.
Pada MIP citra yang terbentuk lebih tidak seragam diakibatkan pembentukan ikatan
antara vitamin C dengan monomer dan pengikat silang, rongga yang terbentuk juga
memungkinkan sebagai ruang dalam pemisahan setelah dilakukan ekstraksi
vitamin C sebagai molekul cetakan [32].

Pelepasan molekul cetakan pada MIP bertujuan pengenalan kembali dan
memperoleh pori yang selektif terhadap vitamin C. Proses pelepasan molekul
cetakan umumnya dilakukan menggunakan pelarut yang digunakan dalam sintesis
atau pelarut yang dapat melarutkan molekul cetakan dengan mudah [33]. Optimasi
ekstraksi dilakukan dengan soxhlet menggunakan metanol. Optimasi pelepasan
molekul cetakan dilakukan menggunakan pelarut metanol:asam asetat dengan
komposisi 99:1 (volume:volume), yang berfungsi untuk membantu pelepasan
ikatan molekul cetakan dengan polimer.

MIP-2

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

4000 3750 3500 3250 3000 2750 2500 2250

4000 3750 3500 3250 3000 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1000 750 500
cm-1

Gambar 2. Spektrum Inframerah MIP-2 (atas) dan NIP-2 (bawah)

Kapasitas adsorpsi MIP dilakukan untuk mengamati kemampuannya dalam
mengikat kembali vitamin C, kapasitas adsorpsi ditentukan dengan metode batch
larutan vitamin C dimasukan ke dalam 3 vial, vial pertama berisi 10 mg MIP, vial
kedua berisi 10 mg NIP, dan vial ketiga tanpa isi (blanko), vial diinkubasi selama 24
jam, kemudian diamati penurunan respon hasil interaksi MIP, NIP, dan blanko [34].
Dari hasil penentuan kapasitas adsorpsi, MIP memiliki selektivitas lebih tinggi
dalam mengikat vitamin C dibandingkan dengan NIP.
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Gambar 3.Citra SEM MIP-1 (atas) dan NIP-
1 (bawah)

Gambar 4.Citra SEM MIP-2 (atas) dan NIP-
2 (bawah)

Tabel 3. Kapasitas adsorpsi MIP dan NIP
Kode polimer % Pengikatan

NIP-1 32,81
28,79
MIP-1 64,35
58,71

Pembuatan Molecular Imprinted Polymer Solid Phase Extraction (MISPE)

MISPE dibuat dengan memasukkan 100 mgram MIP ke dalam cartridge SPE
kosong volume 2 mL kemudian ditutup dengan frit. Pengujian MISPE diawali dengan
melewatkan metanol pada MISPE untuk mengaktivasi gugus-gugus fungsional pada
MISPE, kemudian larutan baku vitamin C sebanyak 0,5 mL dengan konsentrasi 1
ug/mL dilewatkan ke dalam MISPE dan dilakukan optimasi dengan berbagai eluen
untuk memperoleh perolehan kembali vitamin C paling besar dari hasil pengujian
[35]. Hasil optimasi eluen menunjukkan bahwa air:metanol (30:70) merupakan
eluen yang memberikan perolehan kembali terbesar. Dari hasil pengujian juga dapat
diamati faktor imprinting (3) dengan mengamati perbandingan koefisien distribusi
antara MIP dan NIP. Nilai B yang lebih besar dari 1 menunjukkan selektivitas MIP
terhadap vitamin C, semakin besar nilai § maka semakin selektif MIP yang
dihasilkan [36].
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Kp MISPE
[F= —/——.. persamaan 2
Kp NISPE

IF = faktor Imprinting
Kb = Koefisien distribusi

Tabel 4. Faktor Imprinting MIP-1 dan MIP-2

1,219 4,726
5761
1,162 2,404
2,793

Validasi Metode Analisis

Validasi metode analisis dilakukan untuk menilai parameter tertentu
berdasarkan pengujian laboratorium yang dibuktikan untuk memenuhi persyaratan
dalam penggunaannya. Parameter yang divalidasi antara lain linearitas, batas
deteksi, batas kuantisasi, akurasi, dan presisi. [37].

Tabel 5. Pengujian stabilitas larutan vitamin C
Menit  Absorbansi Menit Absorbansi

0 0,5380 16 0,5358
1 0,5384 17 0,5355
2 0,5376 18 0,5358
3 0,5378 19 0,5357
4 0,5379 20 0,5352
5 0,5373 21 0,5352
6 0,5377 22 0,5357
7 0,5372 23 0,5348
8 0,5378 24 0,5349
9 0,5370 25 0,5346
10 0,5364 26 0,5347
11 0,5365 27 0,5349
12 0,5364 28 0,5345
13 0,5359 29 0,5343
14 0,5361 30 0,5346
15 0,5361

Rerata 0,5361
Standar deviasi 0,0012

Koefisien variasi (%) 0,23

Sebelum validasi metode analsis, dilakukan pengujian kinetika untuk
mengamati stabilitas larutan vitamin C setelah dipreparasi sampai dianalisis.
Penelitian yang ada menunjukkan larutan vitamin C stabil pada rentang pH 1,0-8,4
sampai dengan 50 menit untuk analisis kuantitatif [38]. Pengujian stabilitas larutan
dilakukan dengan mengamati absorbansi larutan vitamin C selama 30 menit dengan
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selang pengambilan data setiap menitnya. Dari tabel 5 diamati larutan vitamin C
stabil selama 30 menit dengan absorbansi yang relatif stabil dan nilai koefisien
variasi (KV) sebesar 0,23%.

Parameter linearitas diuji menggunakan larutan vitamin C dengan
konsentrasi 2, 4, 5, 6, 8, 10 ug/mL, dilakukan tiga kali replikasi, dari gambar 5
diperoleh rentang absorbansi antara 0,2 - 0,8 dengan koefisien variasi (r) sebesar
0,999, dan koefisien variasi fungsi regresi (Vx0) sebesar 1,76% yang menunjukkan
bahwa metode memberikan hasil yang linear.

o Kurva Linearitas Vitamin C
0.800 y = 0,0656x + 0,1484
= R =0,999; Vx0 = 1,76%
5 0,600
2
o
2 0,400
<C
0,200
0,000
0 2 4 6 8 10 12
Konsentrasi (ug/mL)

Gambar 5. Kurva lineritas vitamin C
Batas deteksi dan batas kuantisasi ditentukan untuk mengamati konsentrasi
terkecil vitamin C yang dapat dianalisis, tabel 6 menunjukkan batas deteksi dan

batas kuantiasi metode berturut-turut sebesar 0,34 pg/mL dan 1,02 pg/mL.

Tabel 6. Perhitungan batas deteksi dan batas kuantisasi

Y Y' Kuadrat S (Y-Y) Sy/x (Sy/x)/b LOD LOQ
(Y-Y') (ug/mL)  (ug/mL)
0,2330 0,2387 0,000032 0,0001 0,0057 0,1025 0,3382 1,0249

0,3780 0,3757 0,000005
0,4490 0,4442 0,000023
0,5183 0,5127 0,000032
0,6437 0,6497 0,000036
0,7867 0,7867 0,000000

Parameter akurasi dan presisi diuji dengan metode standar adisi, dilakukan
perbandingan antara vitamin C yang telah diketahui nilai benarnya sebagai standar
dengan vitamin C yang ditambahkan ke dalam matriks tablet multivitamin.
Pengujian menggunakan tiga level konsentrasi pada 4, 5, dan 6 pg/mL sebanyak tiga
kali replikasi. Sampel multivitamin di pasaran mengandung vitamin C dengan
konsentrasi 10-100%. Menurut guideline AOAC 2016, nilai perolehan kembali harus
berada pada rentang 98-102% [39], tabel 7 menunjukkan nilai perolehan kembali
sebesar 98,8 %; 101,3%, dan 100,8% untuk konsentrasi 4, 5, dan 6 pg/mL berturut-
turut yang menunjukan metode memberikan hasil yang akurat. Terdapat nilai
perolehan kembali yang lebih dari 100% dikarenakan adanya ketidakpastian
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analisis [40]. Parameter presisi diuji dengan menghitung nilai koefisien variasi yang
diperoleh, untuk sampel dengan rentang konsentrasi 10-100% nilai koefisien
variasi tidak boleh lebih besar dari 1,9%. Dari tabel 7 diperoleh metode yang presisi
dengan nilai koefisien variasi sebesar 1,3%; 1,9%; dan 1,2% untuk konsentrasi 4,
5, dan 6 pg/mL berturut-turut.

Tabel 7. Perhitungan akurasi dan presisi

Konsentras Replikas Absorbans Konsentras Peroleha Rerata Standa  Koefisie
i Teroritis i i i terukur nkembali peroleha r n variasi
png/mkL) pg/mL) (%) n kembali deviasi (%)

(%) (s)

4 1 0,355 3,953 98,8 100,3 1,32 1,3
2 0,364 4,053 101,3
3 0,362 4,031 100,8

5 1 0,457 5,089 101,8 99,8 1,90 1,9
2 0,447 4,978 99,6
3 0,440 4,900 98,0

6 1 0,533 5,935 98,9 100,2 1,16 1,2
2 0,542 6,036 100,6
3 0,545 6,069 101,2

Pengaplikasian MISPE

Pengujian  selektivitas MIP-1 dan MIP-2  dilakukan dengan
membandingkannya dengan ekstraksi cair-cair (ECC), dan SPE Cis untuk pemisahan
vitamin C dalam tablet multivitamin di pasaran. Pengujian dilakukan sebanyak
triplikasi, sampel vitamin C digerus hingga halus, ditambahkan metanol dan
disonikasi, kemudian vitamin C dalam larutan dipisahkan menggunaakan ECC, SPE
Cis, MIP-1, dan MIP-2. Larutan yang telah dipreparasi dianalisis dengan
spektrofotometer UV menggunakan metode yang telah divalidasi dan dibandingkan
dengan larutan vitamin C standar. Perolehan kembali dianalisis dengan
membandingkan absorbansi sampel yang telah dipreparasi dengan MIP, ECC, dan
SPE Cisterhadap absorbansi larutan vitamin C standar.

Tabel 8 menunjukkan MIP-1 memiliki selektivitas paling tinggi dalam
pemisahan dengan perolehan kembali yang lebih besar dibandingkan dengan
metode ECC, SPE Cis, dan MIP-2.

Tabel 8. Perolehan kembali MIP dengan SPE C1s dan ECC (n=3)
Metode pemisahan  Perolehan kembali (%)

ECC 69,42 + 3,01
SPE Cis 93,26%4,24
MIP-1 98,17+2,31
MIP-2 87,54+3,69

4. KESIMPULAN
MIP-1 yang yang dihasilkan selektif terhadap vitamin C dan memiliki
selektivitas yang lebih tinggi dibandingkan dengan metode ekstraksi cair-cair
maupun SPE Cigs untuk pemisahan vitamin C dalam sampel multivitamin di pasaran
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dengan persen perolehan kembali berturut-turut sebesar 98,17+2,31%,
69,42+3,01%, dan 93,26+4,24%.
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