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Abstrak 

 

METODE ANALISIS THYMOQUINONE DALAM LARUTAN DAPAR 

FOSFAT pH 7,4 SECARA ULTRA HIGH PERFORMANCE LIQUID 

CHROMATOGRAPHY (UHPLC) 

 

Lisa Elgania Putri 

1604019017 

 

Thymoquinone adalah senyawa aktif yang terdapat dalam jinten hitam (Nigella 

sativa L) yang  memiliki aktivitas sebagai antiinflamasi. Senyawa aktif dari bahan 

alam memerlukan metode analisis yang valid. Prosedur analisis membutuhkan 

larutan dapar untuk keberhasilan pengujian. Tujuan penelitian ini  untuk validasi 

metode analisis thymoquinone  dalam larutan dapar fosfat pH 7,4 menggunakan 

Ultra High Performance Liquid Chromatography (UHPLC). Kondisi 

kromatografi terdiri dari  fase gerak metanol - dapar fosfat pH 7,4 (65:35) dan fase 

diam kolom C18, laju alir 1,0 mL/menit, volume penyuntikan 1 µL pada λ 258 

nm. Hasil analisis diperoleh waktu retensi 1,309 menit. Nilai Limit of Detection 

(LOD) dan Limit of Quantification (LOQ) adalah  5,4235 µg/mL dan 16,4349 

µg/mL. Nilai linieritas yang r= 0.9991, %recovery 94,5551%. Uji presisi 

konsentrasi16,224 ppm, 40,56 ppm, dan 76,05 ppm nilai %RSD sebesar 0,4021%, 

0,3299%, dan 0,3748%. Hasil validasi metode analisis telah memenuhi 

persyaratan Farmakope Edisi V yang ditetapkan sehingga dapat digunakan untuk 

analisis thymoquinone dalam larutan dapar fosfat pH 7,4.  

 

Kata kunci : Thymoquinone, UHPLC, Validasi Metode.  
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BAB I 

PENDAHULUAN  

A. Latar Belakang 

  Validasi metode analisis merupakan suatu tindakan penilaian terhadap 

parameter tertentu, berdasarkan percobaan laboratorium untuk membuktikan 

bahwa parameter tersebut telah memenuhi persyaratan untuk penggunaannya 

(Harmita, 2004). Parameter validasi metode yang dianalisis  menurut  Farmakope 

Indonesia edisi V, yaitu akurasi, presisi, spesifikasi, batas deteksi, batas 

kuantifikasi, linieritas dan rentang (Departemen Kesehatan RI, 2014). Validasi 

metode dinyatakan valid untuk proses analisis apabila parameter yang diuji telah 

memenuhi kriteria persyaratan. 

 Metode analisis digunakan untuk menganalisis suatu zat, termasuk zat yang 

berasal dari bahan alam. Bahan alam yang biasa digunakan masyarakat Indonesia 

adalah jinten hitam (Nigella sativa L). Jinten hitam digunakan untuk mengobati 

beragam  penyakit, antara lain gangguan pada saluran pernafasan, pencernaan, 

fungsi ginjal dan hati, jantung dan sistem kekebalan tubuh (BPOM RI, 2013). Zat 

yang terkandung dalam jinten hitam antara lain thymoquinone (Batool, 2018), 

protein, lemak, karbohidrat, saponin, terpen, alkaloid, nigellon, nigelamin, 

stigmaterol, tanin, dan asam lemak (BPOM RI, 2013). 

  Thymoquinone adalah kandungan utama dari jinten hitam yang memiliki 

aktivitas hepatoprotektif  (Danladi et al., 2013), antikanker (Rhandwa et al., 

2011),  antitumor, antioksidan, antiinflamasi (Khader & Eckl, 2014)  antibakteri 

(Randhawa et al., 2017). Besarnya potensi yang dimiliki oleh thymoquinone, 

maka dapat dikembangkan sebagai senyawa aktif dalam industri bahan alam. 

Kandungan bahan alam dalam pengembangannya memerlukan suatu metode 

analisis yang memiliki selektivitas dan sensitifitas yang tinggi. Pada penelitian 

sebelumnya (Noor BR, 2016) telah melakukan validasi metode dan penetapan 

kadar thymoquinone dalam minyak biji jinten hitam menggunakan Kromatografi 

Cair Kinerja Tinggi (KCKT). Penelitian lainnya dilakukan yaitu  uji kuantitatif 

thymoquinone, pada kandungan minyak biji komersial dan kapsul minyak biji dari 

Turki menggunakan instrumentasi HPLC (Isik S et al., 2017). 
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Validasi metode thymoquinone yang telah dipublikasikan harus 

disesuaikan dengan keadaan laboratorium. Untuk mendapatkan hasil analisis yang 

optimal maka diperlukan metode lain untuk pengembangan metode dan analisis 

yang lebih sempurna. Pengembangan metode analisis dilakukan dengan bahan uji 

thymoquinone standar dalam larutan dapar fosfat pH 7,4 secara Ultra High 

Performance Liquid Chromatography (UHPLC). Mengingat adanya perbedaan  

pelarut yang digunakan pada proses analisis dan intrumen yang digunakan lebih 

tinggi selektifitasnya maka dilakukan validasi parsial untuk mendapat  data 

validasi dengan parameter linieritas, akurasi, presisi, selektifitas, batas deteksi 

(LOD) dan batas kuantifikasi (LOQ). 

Validasi metode analisis thymoquinone pada penelitian ini dilakukan dengan 

menggunakan larutan dapar fosfat pH 7,4. Pemilihan pH 7,4 menyesuaikan pH 

normal darah manusia yang berada pada rentang 7,35-7,45 (Kemenkes RI, 2011). 

Penambahan larutan dapar digunakan dalam analisis untuk mempertahankan pH 

guna menunjang keberhasilan suatu pengujian (Departemen Kesehatan RI, 2014). 

Analisis senyawa thymoquinone harus menggunakan instrumen yang memiliki 

selektivitas yang tinggi, sehingga pada penelitian ini dilakukan analisis dengan 

metode Ultra High Performance Liquid Chromatography (UHPLC). UHPLC 

memiliki prinsip kerja sama seperti KCKT, perbedaannya terletak pada ukuran 

kolom dan tekanan yang diberikan. 

B. Permasalahan Penelitian 

Berdasarkan latar belakang diatas, dapat diidentifikasi permasalahn 

sebagai berikut : 

1. Metode analisis yang sudah ada perlu dikembangkan untuk mendapatkan 

hasil yang lebih optimal. 

2. Metode analisis harus disesuaikan dengan keadaan laboratorium. 

3. Apakah validasi metode tersebut memenuhi kriteria penerimaan  

parameter uji validasi ? 

C. Tujuan Penelitian 

Penelitian ini bertujuan untuk mendapat metode analisis thymoquinone 

yang valid dalam larutan dapar fosfar pH 7,4 secara Ultra High Performance 

Liquid Chromatography (UHPLC). 
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D.  Manfaat Penelitian 

  Dari penelitian ini diharapkan diperoleh informasi tentang pengembangan 

metode analisis yang tepat untuk analisis thymoquinone dalam larutan dapar pH 

7,4 secara Ultra High Performance Liquid Chromatography (UHPLC) sehingga  

metode ini dapat digunakan untuk proses analisis thymoquinone dengan data yang 

lebih akurat serta dapat mengefisiensikan waktu dan biaya saat proses analisis. 
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