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Aplikasi Pengembangan Metode Spektrofotometri UV-Vis 
pada Analisis Simultan Isoniazid (INH) dan Vitamin B6 di 

dalam Sediaan Tablet 

 Lisda Rimayani Nasution1*, Muchlisyam1, Effendy De Lux Putera1 

Abstract: Primary antituberculosis as the standard therapy of tuberculosis are 
often used in combination dosage form. It’s used to obtain effectiveness treatment 
and prevent the emergence of resistance. One form of this combination is a 
combination of INH and vitamin B6. This combination aims to prevent the side 
effects of INH, namely peripheral neuritis. The combination could give problems 
in quality control. The aims of this research is to develop a spectrophotometric 
method by mean centering of ratio spectra to analysis simultaneous isoniazid and 
vitamin B6 in tablet dosage form without prior separation. Research carried out 
by development of spectrophotometric method to applied determining the levels 
of isoniazid and vitamin B6 in tablet by mean centering of ratio spectra. Then, 
tested its validity based on linearity, accuracy, precision, LOD and LOQ. The results 
showed that applications mean centering of ratio spectra technique on assay of 
isoniazid and vitamin B6, have successfully applied to analyze pharmaceutical 
formula simultaneously with no interference from excipients as indicated by all 
validation parameters were within the acceptable range. 

Keywords: isoniazid (INH), vitamin B6 (pyridoxin HCl), mean centering of ratio 
spectra (MCR) 

Abstrak: Obat anti tuberkulosis primer sebagai standar terapi tuberculosis 
sering digunakan dalam bentuk kombinasi untuk memperoleh efektivitas 
pengobatan dan mencegah timbulnya resistensi. Salah satu bentuk kombinasi 
tersebut adalah kombinasi INH dan vitamin B6. Kombinasi ini bertujuan untuk 
untuk mencegah efek samping dari INH yaitu neuritis perifer Namun, 
kombinasi bahan aktif tersebut dapat menimbulkan masalah dalam analisis 
kuantitatif untuk kontrol kualitas sediaan. Penelitian ini bertujuan untuk 
mengembangkan metode spektrofotometri UV-Vis secara mean centering of 
ratio spectra pada analisis isoniazid dan vitamin B6 secara simultan pada 
sediaan tablet tanpa adanya pemisahan. Penelitian dilakukan dengan 
mengembangkan metode spektrofotometri teknik mean centering of ratio 
spectra pada analisis simultan INH dan vitamin B6 pada sediaan tablet, 
kemudian dilakukan uji validitas metodenya berdasarkan parameter validasi 
yaitu liniearitas, akurasi, presisi, selektivitas dan sensitivitas. Hasil penelitian 
menunjukkan bahwa aplikasi secara mean centering of ratio spectra pada 
penetapan kadar INH dan vitamin B6 berhasil diterapkan untuk analisis 
formulasi farmasi secara simultan, tanpa gangguan dari eksipien serta hasil 
parameter validasi berada dalam kisaran yang dapat diterima. 

Kata kunci: isoniazid (INH), vitamin B6 (pyridoxin HCl), mean centering of ratio 
spectra (MCR). 
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Pendahuluan 

Isoniazid (INH), rifampisin, etambutol dan 
pirazinamid adalah kelompok obat anti 
tuberkulosis primer dalam standar terapi 
tuberkulosis. Berdasarkan sifat kuman 
tuberkulosis, maka salah satu prinsip yang 
digunakan adalah penggunaan kombinasi obat 
(1) . Salah satu bentuk kombinasi tersebut adalah 
kombinasi INH dan vitamin B6; kombinasi INH, 
etambutol dan vitamin B6 (1). Bentuk kombinasi 
ini bertujuan untuk memperoleh efektivitas 
pengobatan dan mencegah timbulnya resistensi. 
Kombinasi bahan aktif dapat menimbulkan 
masalah dalam analisis kuantitatif untuk kontrol 
kualitas sediaan karena sifat fisikokimia senyawa 
yang terkandung hampir sama, atau profil kurva 
serapan masing-masing komponen saling 
tumpang tindih pada daerah tertentu sehingga 
serapan yang diperoleh merupakan jumlah 
serapan dari masing-masing komponen tersebut. 

Penetapan kadar zat berkhasiat dalam 
berbagai sediaan obat merupakan bagian yang 
penting di instansi yang melakukan penetapan 
kadar obat seperti Badan Pengawas Obat dan 
Makanan (BPOM) dan industri farmasi sehingga 
diperlukan metode analisis dengan alat dan biaya 
operasional yang relatif lebih murah, serta 
pelaksanaan yang lebih mudah, tetapi dapat 
memberikan hasil dengan akurasi dan presisi 
yang baik (2) Spektrofotometri merupakan 
metode yang sederhana, cepat dan relatif lebih 
murah bila dibandingkan dengan metode lainnya 
(3). Namun, analisis kuantitatif secara simultan 
untuk sediaan farmasi yang mengandung banyak 
zat aktif sulit dilakukan dengan menggunakan 
metode spektrofotometri yang  klasik, 
dikarenakan adanya spektrum yang saling 
tumpang tindih (4). 

Berbagai penelitian penetapan obat anti 
tuberkolosis yang dikombinasikan telah banyak 
dilakukan. Pentepana kadar campuran vitamin 
B6, INH dan rifampisin dengan mengggunakan 
Kromatografi Cair Lapis Tipis Kinerja Tinggi 
(KCLTKT) (5). Metode ini memerlukan waktu 
yang cukup lama untuk proses preparasi sampel 
karena adanya tahap ektraksi pelarut, 
pemanasan, dan degassing. Selain itu, metode ini 
juga memerlukan biaya yang cukup mahal karena 
menggunakan banyak pelarut (5).  

Penelitian dalam penetapan kadar campuran 
INH, pyrazinamide dan rifampisin pada sediaan 
tablet secara spektrofotometri ultraviolet dengan 
metode kemometrik. Metode ini tidak 
memerlukan waktu preparasi sampel yang lama 
dan pelarut yang banyak tetapi memerlukan 
proses perhitungan matematika yang rumit pada 
tahap analisisnya(6). Penelitian pada penetapan 
kadar campuran isonizid dan vitamin B6 pada 
sediaan sirup secara Kromatografi Cair Kinerja 
Tinggi (KCKT) . Metode ini  memerlukan proses 
preparasi sampel yang lama karena dilakukan 
tahap pemisahan dan pelarut yang banyak (7). 

Metode spektrofotometri secara mean 
centering of ratio spectra (MCR) adalah salah satu 
metode spektrofotometri yang dapat digunakan 
untuk analisis campuran beberapa zat secara 
langsung tanpa harus melakukan pemisahan dan 
derivatisasi terlebih dahulu walaupun dengan 
panjang gelombang yang (3) (8). Bila 
dibandingkan dengan kromatografi cair kinerja 
tinggi (KCKT), metode spektrofotometri secara 
mean centering of ratio spectra (MCR) relatif lebih 
sederhana, alat dan biaya operasionalnya lebih 
murah dan waktu analisisnya lebih cepat(2)(9).  

Penelitian yang dilakukan menggunakan dan 
mengembangkan metode spektrofotometri 
secara Mean Centering of Ratio Spectra (MCR) 
untuk penetapan kadar secara simultan dari 
binary mixtures, ternary mixtures  maupun 
multicomponent mixtures pada berbagai sediaan 
obat tanpa langkah pemisahan maupun 
derivatisasi dahulu (10)(11)(8). Mean centering 
of  ratio spectra pada penetapan kadar lima 
campuran obat sekaligus menunjukkan hasil yang 
baik (12). 

Berdasarkan uraian diatas, maka penulis 
tertarik untuk melakukan penelitian tentang 
aplikasi pengembangan metode spektrofotometri 
ultraviolet dengan teknik mean centering of ratio 
spectra (MCR) pada analisis secara simultan 
kadar  INH dan vitamin B6 tanpa adanya tahap 
pemisahan pada sediaan tablet. Metode ini 
selanjutnya divalidasi untuk membuktikan 
bahwa hasil yang diberikan memilki kecermatan 
dan ketelitian yang memadai. 
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Bahan dan Metode 

Bahan 

INH (BPFI), Vitamin B6 (BPFI), metanol (E-
Merck), akuabidestilata (PT. Ika Pharmindo), 
natrium hidroksida (E-Merck) 0,1 N, kalium 
dihidrogenfosfat (E-Merck) 0,1 M, kertas saring 
whatman no. 42, kertas perkamen, tablet 
Pehadoxin Forte® (Phapros),  dan tablet TB Vit 
6® (Landson). 

Alat 

Spektrofotometer UV-Vis 1800 (Shimadzu) 
serta seperangkat Personal Computer (PC) yang 
dilengkapi dengan software UV-Probe 2.34, 
Microsoft Excel dan SPSS 20, Matlab® versi 
R2016a,   kuvet 1 cm, alat-alat gelas (Oberoi), 
lumpang dan alu, neraca analitik (Boeco), 
sonikator (Branson 1510), pH meter (Hanna). 

Metode 

Optimasi pelarut 

Dilakukan optimasi dengan mengukur 
serapan yang dihasilkan oleh INH dan vitamin B6 
dalam metanol, dan campuran metanol : dapar 
fosfat pH 4; pH 5; pH 6 pada perbandingan (90:10; 
70:30; 50:50). 

Pembuatan spektrum serapan INH 

Dipipet masing-masing  0,5; 0,75; 1,0; 1,25; 
1,5 mL dari larutan induk baku INH (100µg/mL)  
kedalam labu ukur 10 mL, kemudian   dicukupkan  
volumenya dengan menggunakan pelarut sampai 
garis   tanda untuk  mendapatkan larutan INH 
konsentrasi  5; 7,5; 10; 12,5; 15 µg/mL secara 
berturut-turut. Dari larutan-larutan tersebut 
dibuat spektrum serapannya. 

Pembuatan spektrum serapan Vitamin B6 

Dipipet masing-masing 0,6; 0,9; 1,2; 1,5;  1,8 
mL larutan induk baku vitamin B6 (100µg/mL)  
kedalam labu ukur 10 mL, kemudian dicukupkan 
volumenya dengan menggunakan pelarut sampai 
garis tanda untuk mendapatkan larutan vitamin 
B6 konsentrasi 6; 9; 12; 15; 18µg/mL secara 
berturut-turut. Dari larutan-larutan tersebut 
dibuat spektrum serapannya. 

Pembuatan spektrum serapan  campuran INH dan 
vitamin B6 

Dibuat  larutan  campuran INH dan vitamin B6 
dengan cara dipipet 1,25 mL larutan induk baku 
INH (100µg/mL)  dan 1,3 mL larutan induk baku 
vitamin B6 (100µg/mL)  ke  dalam labu ukur 10 
mL, kemudian dicukupkan volumenya 
menggunakan pelarut sampai garis tanda untuk 
mendapatkan larutan   yang  mengandung 
campuran INH dan vitamin B6 dengan 
konsentrasi 10µg/mL dan 12µg/mL secara 
berurutan. Dari larutan tersebut dibuat spektrum 
serapannya. 

Pembuatan spektrum serapan rasio INH 

Spektrum serapan INH dibagi dengan 
spektrum serapan vitamin B6 konsentrasi  
12µg/mL   dengan  bantuan software UV Probe 
2.34 dimana spektrum serapan INH yang telah 
disimpan dimanipulasi dengan tipe data set 
kemudian  dipilih  operasi   pembagian (division) 
dengan tujuan untuk membagi  spectrum   INH   
dengan vitamin B6. Pembuatan spektrum serapan 
rasio vitamin B6 dilakukan  sebanyak  lima kali 
pengulangan. 

Pembuatan spektrum serapan rasio vitamin B6 

Spektrum serapan vitamin B6 dibagi dengan 
spektrum serapan INH konsentrasi  10µg/mL 
dengan bantuan software UV Probe 2.34 dimana 
spektrum  serapan vitamin B6 yang telah 
disimpan dimanipulasi dengan tipe data set 
kemudian dipilih operasi pembagian (division) 
dengan tujuan untuk membagi spektrum vitamin 
B6 dengan INH.  Pembuatan  spektrum serapan 
rasio vitamin B6 dilakukan sebanyak lima  kali 
pengulangan. 

Pembuatan spektrum serapan rasio campuran INH 
dan vitamin B6 

Spektrum serapan campuran INH dan vitamin 
B6 dibagi masing-masing dengan spektrum 
serapan INH konsentrasi 10µg/mL untuk  
penetapan kadar vitamin B6   dan untuk 
penetapan kadar INH spektrum serapan 
campuran INH dan vitamin B6  dibagi dengan 
spektrum serapan vitamin B6 konsentrasi 
12µg/mL pembagian spektrum dilakukan  
dengan bantuan software UV Probe 2.34 dimana 
spektrum serapan campuran yang telah disimpan 
dimanipulasi dengan tipe data set. 
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Pembuatan Spektrum Serapan INH Metode Mean 
Centering of Ratio Spectra (MCR) 

Spektrum serapan INH dibagi dengan 
spektrum serapan Vitamin B6 konsentrasi 
12μg/mL dengan bantuan software UV Probe 2.34 
untuk mendapatkan rasio spektra yang kemudian 
dimeancenteredkan dengan bantuan MatlabR 
2016a.  

Pembuatan Spektrum Serapan Vitamin B6 Metode 
Mean Centering of Ratio Spectra (MCR) 

Spektrum serapan vitamin B6 dibagi dengan 
spektrum serapan INH konsentrasi 10μg/mL 
dengan bantuan software UV Probe 2.34 untuk 
mendapatkan rasio spektra yang kemudian 
dimeancenteredkan dengan bantuan MatlabR 
2016a.  

Pembuatan kurva kalibrasi metode Mean 
Centering of  Ratio Spectra (MCR) INH 

Nilai mean centered (MC) dari rasio spektra 
pada panjang gelombang maksimum yang 
diperoleh, dihitung dan  diplot dengan 
konsentrasi untuk mendapatkan persamaan garis 
regresinya. 

Pembuatan kurva kalibrasi metode Mean 
Centering of  Ratio Spectra (MCR) Vitamin B6 

Nilai mean centered (MC) dari rasio spektra 
pada panjang gelombang maksimum yang 
diperoleh, dihitung dan  diplot dengan 
konsentrasi untuk mendapatkan persamaan garis 
regresinya. 

Validasi metode 

Linearitas, batas deteksi (Limit of Detection, LOD) 
dan batas deteksi (Limit of Quantification, LOQ) 

Dipipet masing-masing  (0,5; 0, 75; 1,0; 1,25; 
1,5) mL larutan induk baku INH (100µg/mL)  ke  
dalam labu ukur 10 mL, kemudian dicukupkan 
volumenya dengan menggunakan pelarut sampai 
garis tanda untuk mendapatkan larutan INH   
konsentrasi (5;  7,5; 10; 12,5; 15) µg/mL secara 
berturut-turut.  

Dipipet masing-masing (0,6; 0,9; 1,2; 1,5; 
1,8)mL larutan induk baku vitamin B6 
(100µg/mL)  kedalam labu ukur 10 mL, kemudian 
dicukupkan volumenya dengan menggunakan 
pelarut sampai garis tanda untuk mendapatkan 

larutan vitamin B6 konsentrasi (6; 9; 12; 15; 
18)µg/mL secara berturut-turut.  

Larutan-larutan   di  atas   dilihat serapannya 
pada λ analisis masing-masing  zat  yang telah 
ditentukan.  Kemudian ditentukan spektrum 
serapan campuran INH dan vitamin B6 dengan 
bantuan software UV Probe 2.34 dimana spektrum 
serapan campuran yang telah disimpan 
dimanipulasi dengan tipe data set. Selanjutnya 
data yang diperoleh dimeancenteredkan dengan 
bantuan MatlabR 2016a. Nilai mean centered 
(MC) dari rasio spektra pada panjang gelombang 
maksimum yang diperoleh, dihitung dan  diplot 
dengan konsentrasi untuk mendapatkan 
persamaan garis regresinya. 

Uji perolehan kembali 

Uji  perolehan kembali dilakukan dengan 
pengukuran persentase perolehan kembali pada 
tiga daerah spesifik, yakni: 80%, 100% dan 120%. 
Dimana pada masing-masing daerah spesifik 
digunakan 70% sampel (INH  dan vitamin B6 yang 
berasal dari tablet) yang dianalisis dan 30% 
berasal dari baku yang akan ditambahkan. 
Kemudian campuran sampel (tablet) dan baku 
dianalisis dengan prosedur yang sama seperti 
pada sampel. Dihitung nilai presentase perolehan 
kembali, presentase simpangan baku relatifnya 
atau koevisien variasi sebagai parameter akurasi 
dan presisi(13). 

Penetapan kadar campuran INH dan vitamin B6 
pada sediaan tablet 

Disaring larutan dengan kertas saring 
whatman® no. 42, dibuang 10 mL filtrat pertama.  
Dipipet 0,4mL filtrat ke dalam labu ukur 25 mL, 
ditambahkan dengan pelarut sampai garis tanda. 
Absorbansinya kemudian diukur sesuai dengan 
prosedur hasil optimasi dengan menggunakan  
metodemean centering of  ratio spectra (MCR). 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Spektrum Serapan dan Spektrum Campuran 

Spektrum  serapan  INH maupun Vitamin B6 
dengan berbagai konsentrasi stabil dalam pelarut  
methanol. Spektrum campuran INH dan Vitamin 
B6 ini akan menghasilkan spektrum yang  
berbeda  dengan spektrum  masing-masing dari 
INH dan Vitamin B6 (Gambar 1), hal ini 
dikarenakan spektrum campuran merupakan 



  Jurnal Farmasi Indonesia: Volume 12 Nomor 2 (2020) 

Nasution et al “Aplikasi Pengembangan Metode Spektrofotometri ………………” 198 

kombinasi dari spektrum zat yang menyusunnya. 
Spektrum serapan campuran baku INH dan 
Vitamin B6 dapat dilihat pada Gambar 2. 

Metode Mean Centering of Ratio Spectra (MCR) 

Metode spektrofotometri ultraviolet 
konvensional tidak dapat dilakukan untuk   
menetapkan  INH   maupun Vitamin B6 dalam 
campuran karena spektrum INH dan Vitamin B6 
saling tumpang tindih, sehingga absorbansi pada 
λ spektrum campuran INH dan Vitamin B6 tidak 
menggambarkan besar konsentrasi masing-
masing zat tersebut dalam campurannya. 
Berbeda dengan metode spektrofotometri 
ultraviolet konvensional, metode 

spektrofotometri  ultraviolet secara mean 
centering of ratio spectra (MCR) memungkinkan 
untuk menetapkan kadar suatu zat dalam 
campuran zat tersebut dengan zat lainnya, karena 
metode ini memungkinkan pemisahan spektrum 
campuran sehingga penetapan kadar zat tunggal 
dalam campurannya dapat dilakukan.  

Metode MCR diawali dengan membuat 
spektrum rasio dan memilih konsentrasi 
pembagi. Penentuan konsentrasi pembagi 
diambil dari rentang konsentrasi yang memenuhi 
hukum Lambert-Beer (14). Konsentrasi  pembagi 
yang digunakan dalam penelitian ini adalah INH 
(10 µg/ml) danVitamin B6 (12 µg/ml).

 

Gambar 1. Spektrum Tumpang Tindih INH dan Vitamin B6 

 

Gambar 2. Spektrum Campuran Baku INH dan Vitamin B6 

 

https://jfi-online.org/index.php/jfi/$$$call$$$/api/file/file-api/download-file?submissionFileId=564&submissionId=47&stageId=4
https://jfi-online.org/index.php/jfi/$$$call$$$/api/file/file-api/download-file?submissionFileId=566&submissionId=47&stageId=4
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Dasar pemilihan konsentrasi pembagi adalah 
tidak terdapat perbedaan pada letak panjang 
gelombang maksimum dari zat-zat yang dibagi 
spektrumnya, yang berbeda hanya nilai 
absorbansi yang dihasilkan(15). 

Pembuatan  spektrum  rasio  dilakukan  
dengan  tujuan untuk menghilangkan pengaruh 
spektrum yang digunakan sebagai pembagi dalam 
spektrum campurannya. Spektrum tumpang 
tindih rasio INH dan Vitamin B6 dapat dilihat 
pada Gambar 3. Dari Gambar 3 ini dapat 
disimpulkan bahwa pengaruh spektrum dari 
kedua zat tidak saling mengganggu untuk analisis. 
Metode spektrum rasio, digabungkan dengan 
metode mean centering akan menghasilkan 
metode mean centering of ratio spectra , yang 
dapat menganalisis campuran yang terdiri dari 
dua zat yang memiliki spektrum yang saling 
tumpang tindih yaitu dengan cara menghilangkan 
pengaruh satu zat dengan membaginya dengan 
sebuah pembagi (division), kemudian diikuti 
dengan proses mean-centered yang akan 
memberikan nilai mean-centered untuk zat yang 
akan ditentukan kadarnya.  

Dasar pemilihan konsentrasi pembagi adalah 
bahwa tidak terdapat perbedaan pada letak λ 
maksimum dari zat-zat yang dibagi spektrumnya, 
yang berbeda hanya tinggi puncak atau nilai 
absorban yang akan dihasilkan dan rentang 
konsentrasi yang memenuhi hukum Lambert-
Beer (16). Kemudian  setiap  spektrum   yang  
didapatkan dibagi dengan pembaginya, dimana 
pada penelitian ini untuk menentukan INH, yang 
digunakan sebagai pembagi adalah Vitamin B6, 
untuk menentukan Vitamin B6, yang digunakan 
sebagai  pembagi   adalah INH. Spektrum rasio 
didapatkan setelah spektrum dibagi dengan  
pembaginya masing-masing. 

Hasil MCR INH dan Vitamin B6 

Pembuatan  spektrum MCR merupakan 
kelanjutan dari spektrum rasio INH dan Vitamin 
B6  dengan bantuan software MatlabR 2016a 
sehingga diperoleh nilai mean centered (MC) dan  
panjang gelombang maksimum dari masing-
masing  zat  dalam campuran.  Spektrum  MCR 
baku INH dan Vitamin B6 dapat dilihat pada 
Gambar 4.

 

Gambar 3. Tumpang tindih spektrum rasio INH dan Vitamin B6 dengan berbagai konsentrasi 

 

Gambar 4. Spektrum MCR baku INH dan Vitamin B6 

 

https://jfi-online.org/index.php/jfi/$$$call$$$/api/file/file-api/download-file?submissionFileId=567&submissionId=47&stageId=4
https://jfi-online.org/index.php/jfi/$$$call$$$/api/file/file-api/download-file?submissionFileId=568&submissionId=47&stageId=4
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Penetapan kadar INH dan Vitamin B6, masing-
masing dalam bentuk tunggal dapat ditetapkan 
dengan spektrofotometri ultraviolet dalam 
pelarut asam, INH pada panjang gelombang 266 
nm dan Vitamin B6 pada panjang gelombang 290 
nm (Moffat, dkk., 2004), sementara pada metode 
MCR diperoleh panjang gelombang maksimum 
untuk INH 253,80 nm, dan panjang gelombang 
maksimum untuk Vitamin B6 295,80 nm. Panjang 
gelombang yang diperoleh inilah yang digunakan 
sebagai panjang gelombang analisis. Berdasarkan 
hal di atas maka telah terjadi geseran batokromik 
(geseran merah/red shift) untuk Vitamin B6, dan 
telah terjadi geseran hipsokromik (geseran 
biru/blue shift) untuk INH. Geseran batokromik 
adalah geseran dari serapan ke panjang 
gelombang yang lebih panjang karena sisipan 
atau pengaruh pelarut (geseran merah/red shift). 
Geseran hipsokromik adalah geseran dari 
serapan ke panjang gelombang yang lebih pendek 
karena gugus  ganti atau pengaruh pelarut 
(geseran biru/blue shift). 

Validasi Metode 

Berdasarkan validasi metode yang telah 
dilakukan secara MCR diperoleh   nilai  linieritas, 
akurasi, presisi, LOD dan LOQ untuk INH dan 
Vitamin B6 yang dapat dilihat pada Tabel 1. 
Tabel 1 memperlihatkan bahwa MCR memenuhi 
syarat validasi untuk parameter linieritas, 
akurasi, presisi serta batas deteksi (LOD), batas 
kuantifikasi (LOQ). 

Nilai linieritas yang digambarkan adalah nilai 
koefisien korelasi yang mendekati angka satu 
yang menunjukkan bahwa terdapat hubungan 
atau korelasi yang sangat baik antara   
konsentrasi dengan nilai absorbansi. Hal ini juga 
menandakan bahwa semakin meningkat 
konsentrasi maka nilai absorbansi pun akan  
meningkat. 

Akurasi atau uji perolehan kembali 
merupakan parameter yang pengujiannya 
dilakukan dengan metode penambahan baku 
pada rentang tertentu terhadap sampel, 
kemudian keduanya diukur, baku yang 
ditambahkan dihitung kembali kembaliannya. 
Nilai akurasi yang ditunjukkan pada Tabel 1 
merupakan rata-rata nilai kembalian dari tiga 
rentang spesifik dengan tiga kali pengulangan. 
Dalam hal ini tiga rentang spesifik yang 

digunakan adalah 80%, 100% dan 120% dimana 
komposisinya terdiri dari 70% sampel dan 30% 
baku. Nilai akurasi yang didapatkan 
menunjukkan bahwa metode ini memenuhi 
syarat validasi metode (syarat nilai akurasi 
adalah 98%-102%) (17). 

Presisi merupakan parameter yang 
menunjukkan keterdekatan hasil analisis yang 
dilakukan  dalam  beberapa kali pengulangan. 
Presisi menunjukkan bahwa metode tersebut 
memberikan hasil yang saling berdekatan 
walaupun diuji dalam beberapa replikasi. 
Parameter presisi dicerminkan dari nilai RSD 
yang dihasilkan, dari hasil yang ditunjukkan pada 
Tabel 1, metode ini memenuhi syarat validasi 
(RSD <3.9%) (18). 

Sensitivitas metode analisis dinyatakan 
dengan nilai LOD dan LOQ. Semakin kecil nilai 
LOD dan LOQ maka semakin sensitif suatu 
metode analisis.  

Nilai LOD dan LOQ yang terdapat pada Tabel 
1 menunjukkan bahwa metode ini memiliki nilai 
LOD dan LOQ yang kecil sehingga dapat 
dinyatakan bahwa metode ini memiliki 
sensitivitas yang baik (19). 

Kadar INH dan Vitamin B6  

Kadar INH dan Vitamin B6 dalam sediaan 
tablet berdasarkan hasil analisis secara MCR 
dapat dilihat pada Tabel 2. Tabel 2 menunjukkan 
bahwa MCR dapat diaplikasikan untuk 
menetapkan kadar  INH dan Vitamin B6 dalam 
sediaan tablet karena  memenuhi persyaratan 
dimana kadar zat dari hasil analisis berada dalam 
rentang 90-110%.  

Berdasarkan hasil yang diberikan oleh 
metode ini, baik dari segi nilai dalam uji validasi 
maupun hasil untuk analisis sampel yang 
terdapat di pasaran menunjukkan bahwa metode 
ini merupakan metode yang potensial digunakan 
dalam analisis rutin obat, khususnya obat yang 
mengandung kombinasi beberapa obat. Metode 
ini mudah dalam pengerjaannya khususnya untuk 
analisis rutin dan tidak memerlukan 
pengkondisian alat yang lama. Namun, metode ini 
memiliki kelemahan yaitu sulit untuk 
mendapatkan panjang gelombang analisis untuk 
masing-masing zat yang akan dianalisis.



  Jurnal Farmasi Indonesia: Volume 12 Nomor 2 (2020) 

Nasution et al “Aplikasi Pengembangan Metode Spektrofotometri ………………” 201 

Tabel 1.    Nilai linieritas, akurasi, Presisi, LOD dan LOQ untuk INH dan  Vitamin B6 

No. Parameter INH Vitamin B6 

1 Linieritas 0,9988 0,9968 
2 Akurasi (%) 101,21 100,43 
3 Presisi (RSD) (%) 0,85 1,43 
4 LOD (µg/mL) 0,8812 17,327 
5 LOQ (µg/mL) 29,373 57,757 

Keterangan :MCR  : Metode Mean Centering of Ratio Spectra 

Tabel 2.    Kadar INH dan Vitamin B6  dalam sediaan tablet 

No. Sediaan Tablet Komponen Kadar (mg) 
Klaim di 

Label (mg) 
Syarat (mg) 

1 
Tablet Pehadoxin 

Forte® 
INH 374,76 ± 0,50 400 360 - 440 

Vitamin B6 9,87 ± 0,89 10 9 – 11 

2 Tablet TB Vit 6® 
INH 380,64 ± 0,10 400 360 - 440 

Vitamin B6 25,65 ± 0,91 25 22,5 -27,50 
 

Kesimpulan  

Metode spektrofotometri ultraviolet secara 
MCR dapat digunakan untuk menetapkan  kadar 
INH dan vitamin B6 secara simultan dan 
memenuhi syarat validasi metode. Metode 
spektrofotometri ultraviolet secara  MCR ini 
dapat digunakan untuk menetapkan secara 
simultan kadar INH dan vitamin B6 dalam sediaan 
tablet di pasaran dengan cara yang sederhana, 
akurat, dan tepat serta tidak memerlukan proses 
pemisahan sehingga biaya yang diperlukan relatif 
lebih rendah. Metode ini dapat diterapkan dalam 
Quality Control rutin di laboratorium untuk 
menganalisis campuran biner senyawa obat 
secara simultan. 
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