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Abstract

Based on their ability, vitamin C can be used as antioxidant to prevent aging process, but vitamin C unstable at

high temperatures. Because of the instability,vitamin C has been developed to several derivatives, such as 3-O-
Ethyl Ascorbic Acid ( EAA). EAA is derived from vitamin C with ethyl groups tied to position carbon third and
more stable than vitamin C or ascorbic acids in general . This research was conducted to study the kinetics of
degradation of EAA in citrate buffer pH 3,00; 4,00; 6,00; 6,50, 9,00 and 10,00 The study is done to study
kinetics degradation eaa in citrate buffer pH 3,00; 4,00; 6,00; 6,50, 9,00 and 10,00 which stored at a
temperature of 30 , 40 and 55 ° C for 21 days using accelerated stability test . The assay is done by using KCKT
at A maximum of 245 nm . From this research can be concluded that EAA most stable at pH 3,00 with a

storage temperature of 30 ° C .

Key Words: EAA (3-O-Ethyl Ascorbic Acid), citrate, pH, temperature, stability

PENDAHULUAN

Vitamin C merupakan vitamin yang
memiliki sifat larut air ( Takebayashi, J. et al.,
2008), kulit

paparan sinar UV dan sering digunakan sebagai

Vitamin C melindungi dari
salah satu komponen dalam suatu formulasi
sediaan yang bermanfaat sebagai antioxidant
sehingga sering digunakan dalam krim topikal
pada kulit untuk mencegah penuaan dini dan
mencegah dari radikal bebas (Telang, P. S,
2013). Namun, selain manfaat yang telah
C
memiliki stabilitas yang rendah, dan cenderung
terurai menjadi asam L-dehidroaskorbat
(DHA) lalu berubah menjadi asam L-glukonat
dan oksalat yang tidak aktif. Oleh karena itu,

diperoleh  tersebut, ternyata Vitamin

banyak dilakukan pengembangan berbagai
macam derivat dari Vitamin C yang diharapkan
memiliki sifat yang larut dalam air dan
yang lebih
dibandingkan dengan Vitamin C, antara lain:

L-ascorbic acid, Ascorbyl Glucoside (Ascorbic

memiliki  kestabilan tinggi
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Acid 2- Glucoside), Ethyl Ascorbic Acid
(EAA)/3-O Ethyl Ascorbic Acid dan Sodium
Ascorbyl Phosphate (SAP) (Segall, 1. A. & M,
M. A., 2008).

Dari berbagai derivat vitamin C tersebut,
3.0-Ethyl ascorbic acid (EAA), merupakan
turunan yang terdiri dari vitamin C dengan
grup etil yang terikat pada posisi karbon ketiga.
yang memiliki sifat keasaman yang kuat,
menyebabkan Vitamin C tahan terhadap ion
logam sehingga dapat menghambat terjadinya
oksidasi sehingga warna sediaan tidak akan
berubah dan

negative apabila digunakan. Selain itu, dengan

tidak menimbulkan reaksi
kemampuannya mengurangi kerusakan dari
sinar UV-B, struktur ini membantu untuk
meningkatkan  stabilitas senyawa apabila
digunakan dalam produk kosmetik. Sehingga
dapat disimpulkan bahwa EAA lebih stabil
apabila dibandingkan dengan Vitamin C atau
ascorbic acid pada umumnya (Spec Chem Ind; ]

Hsu, 2013).



Dari hasil penelitian yang dilakukan oleh
Jill Hsu, Corum Inc. diketahui bahwa kondisi
optimal stabiltas EAA dalam larutan air dengan
konsentrasi 2% pada suhu 45 °C selama 1
bulan. Hal ini dibuktikan dengan melihat
adanya perubahan warna apabila dibandingkan
dengan derivate vitamin C yang lainnya. Tidak
adanya perubahan warna menunjukkan sampel
bisa mentolerir suhu tinggi dan tetap stabil (]
Hsu, 2013). Diketahui pula bahwa EAA dalam
larutan air dengan konsentrasi 2% pada suhu
45 °C stabil selama 90 hari (Spec Chem Ind)
dan dalam larutan dapar pH 4,00 dengan
konsentrasi 0,1% stabil dalam penyimpanan
pada suhu 40°C selama 90 hari (Chemland
Co.,LTD.,2015)

Namun, untuk penelitian mengenai
profil pH terhadap laju peruraian EAA pada
pH belum

berbagai suhu dan berbagai

diketahui

memahami

secara  jelas, karena dengan
stabilitas EAA pada berbagai pH
maka dapat dirancang sediaan kosmetik
mengandung EAA yang lebih baik. Oleh karena
itu, dalam penelitian ini ingin diketahui profil
pH

berbagai macam suhu dan pH.

terhadap laju peruraian EAA dalam

EAA
diukur berdasarkan perubahan area puncak
EAA di dalam dapar sitrat pH 3,00; 4,00; 6,00;
6,50, 9,00 dan pH 10,00. Uji stabilitas
dilakukan dengan menyimpan sediaan dalam
oven pada suhu 30°C, 40°C, dan 55°C selama

21 hari. Pengamatan dilakukan setiap minggu

Penelitian mengenai stabilitas

dengan cara menentukan perubahan area

puncak EAA secara Kromatografi Cair Kinerja
Tinggi (KCKT) / High Perfomance Liquid
Chromatography (HPLC).

MATERIAL DAN METODE
Bahan dan Alat

Bahan-bahan yang digunakan dalam
penelitian : EAA (Ethyl Ascorbic Acid) / ENB-
VCE (Chemland Co.,LTD); C6H507 (Asam
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Sitrat) (PT. Merck, Tbk., Indonesia), NaOH
(Natrium Hidroksida) (Riedel-de-Haen, Seeize,
Germany );NaH2PO4 (Merck,Germany); aqua
pro (PT.

Putramas Pharmaceutical

bidestilata  steril injectionum
Ikapharmindo
Laboratories, Jakarta, Indonesia); Acetonitril
(PT. Merck, Tbk., Indonesia).

Alatalat  yang
penelitian ini: seperangkat alat Kromatografi
Cair Kinerja Tinggi (KCKT) yang terdiri dari
kolom Lichrospher® C-18 encapped (5um,
100mm), Power sonic 405, Waters 1525 Binary
HPLC Pump, dan UV detector 2489; injektor
Hamilton 20ul; Ultrasonic Bath Branson 8510,
nylon membran filter 0,45um  47mm

(Whatman Schleicher dan Schuell, Maidstone,

England), kertas saring metil selulosa nitrat dan

digunakan  dalam

nilon porositas 0,45um @ 25mm (Whatman,
Dassel, Germany); pH meter (Crison GLP 21,
Switzerland); timbangan analitik (AND 202,
Japan); mikropipet 20-200ul (Socorex Acura
825, Eclubens, Switzerland) dan mikropipet
100-1000ul  (BIOHIT);

Munchen, Germany);

(Memmert,
cokelat (Schott

oven
vial
Duran, Mainz, Germany); refrigerator (LG
Electronic Seoul, Korea Selatan); spuit injeksi
(One Med, PT. Jayamas Medica Industri,
Sidoarjo, gelas

Indonesia); alat-alat

(Laboratorium Penelitian Fakultas Farmasi

Ubaya, Surabaya, Indonesia.)



Metode

Preparasi Kromatografi Cair Kinerja Tinggi
(KCKT)
Sampel diinjeksikan dalam instrumen

KCKT sebanyak 20 pul ke
Lichrospher® C-18 5um, 100mm, mengandung

dalam kolom

fase diam silica gel bonded-phase dan diamati
dengan detektor UV 2489 pada A 245 nm.

25°C
menggunakan fase gerak dapar NaH,PO, pH
4,58
97:3. Sebelum digunakan, fase gerak disaring

Temperatur  kolom dengan

dan asetonitril dengan perbandingan

dengan membran filter nylon porositas 0,45 pm
diameter 45 mm dan dihilangkan gelembung
gasnya (degassing) dengan getaran ultrasonic
pada alat Ultrasonic Bath Branson 8510 selama
20 menit. Aliran KCKT adalah elusi isokratik
dengan laju aliran 1 ml/menit. Run time

KCKT tidak lebih dari 12 menit.

Pembuatan Kurva Kalibrasi

Kurva kalibrasi EAA pada masing-masing
pH didapatkan dengan cara membuat larutan
induk EAA dengan cara menimbang serbuk
EAA sebanyak 10 mg di timbangan analitik,
kemudian ditambahkan larutan dapar Sitrat
10mM sampai volume sebesar 10,0 ml dalam
labu ukur dan dihomogenkan sehingga didapat
larutan EAA dengan konsentrasi 1000 bpj.
Kemudian, dilakukan pembuatan baku kerja
dengan cara memipet larutan baku induk
sebanyak 500 pL, 750 pL, 1000 pL, 1250 pL,
1500 pL dan ditambahkan dengan dapar Sitrat
masing - masing pH sampai volume 10,0 ml
sehingga diperoleh konsentrasi baku kerja
sebesar 50 bpj, 75 bpj, 100 bpj, 125 bpj, 150
bpj, Setiap konsentrasi diinjeksikan sebanyak
20 pl, dengan menggunakan detector UV 2489,
EAA terdeteksi pada A 245 nm. Untuk
menampilkan hasil pembacaan kromatogram

secara terkomputerisasi sehingga didapatkan

kurva kalibrasi EAA.
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Pembuatan EAA dalam Larutan Dapar
Sitrat 10 mM

Timbang EAA dengan kadar 0,01% (b/v)
atau setara dengan 25mg/250 ml. Larutan
EAA dibuat dengan cara ditimbang 25 mg EAA
dilarutkan dalam 250 ml dapar sitrat 10 mM
pH 3,00; 4,00; 6,00; 6,50; 9,00 dan 10,00.
Replikasi dilakukan sebanyak 2 kali

dimasukkan ke dalam  vial cokelat masing-

dan

masing sebanyak 4 ml.

Penentuan Kadar EAA dalam Larutan
Dapar Sitrat 10 mM pH 3,00; 4,00; 6,00; 6,50;
9,00 dan 10,00 pada Suhu 30°C, 40°C, dan
55°C dengan Lama Penyimpanan Selama 21
Hari

Laju Peruraian EAA ditentukan dengan
mengamati kadar EAA yang diperoleh kembali
selama penyimpanan 21 hari dari larutan EAA
yang dibuat, dengan cara sebagai berikut:
Larutan EAA 25 mg/250 ml disimpan pada
30°C, 40°C, dan 55°C.
penyimpanan, sampel diamati pada 0, 7, 14, 21
hari .

terlebih dahulu dengan kertas saring metil

suhu Selama

Sebelum dianalisis sampel difiltrasi

selulosa nitrat dan nilon porositas 0,45pm @
25mm. Untuk mengetahui kinetika peruraian
EAA dapat menggunakan KCKT dengan cara

mengamati area puncak atau peak yang

dihasilkan.

Analisis Data

Sampel diamati dengan menggunakan
instrument KCKT pada A 245 nm. Setelah
pengujian, didapatkan kromatogram untuk
EAA vyang mendapat perlakuan dan hasil
samping proses peruraian EAA berdasarkan
analit. Kemudian

tingkat kepolaran

dibandingkan dengan kromatogram awal
sebelum penyimpanan sehingga kadar (%)
dapat ditentukan dari selisih puncak EAA
sebelum dan sesudah penyimpanan.
Berdasarkan kadar sisa EAA yang tidak
terurai pada penyimpanan pada berbagai suhu,

dilakukan analisa data meliputi penentuan



pengaruh pH sediaan terhadap stabilitas EAA
melalui penentuan orde reaksi dengan metode
grafik dari persamaan regresi waktu (t) wversus
(Ct) konsentrasi persen EAA yang tidak terurai,
pada masing-masing orde. Sehingga pada setiap
pH didapat harga tetapan laju reaksi (k) = -slope
x 2,303,
pengaruh pH terhadap laju peruraian dengan

yang menggambarkan besarnya
memplot k yang didapat terhadap pH.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pada penelitian ini digunakan 3-O-Ethyl
Ascorbic Acid (EAA), dikenal dengan nama
dagang ENB-VCE (Chemland Co.,LTD.,2015).
3.0-Ethyl ascorbic acid (EAA), merupakan
turunan yang terdiri dari vitamin C dengan
grup etil yang terikat pada posisi karbon ketiga
dan memiliki sifat keasaman yang kuat, yang
menyebabkan Vitamin C tahan terhadap ion
logam sehingga dapat menghambat terjadinya
oksidasi sehingga warna sediaan tidak akan
berubah dan
negative apabila digunakan. Sehingga dapat
disimpulkan bahwa EAA lebih stabil apabila

dibandingkan dengan Vitamin C atau ascorbic

tidak menimbulkan reaksi

acid pada umumnya. (Spec Chem Ind; ] Hsu,
2013).

Penelitian ini dilakukan dengan cara
menyimpan vial yang berisi EAA dengan kadar
0,01% dalam larutan dapar sitrat dengan pH
3,00; 4,00; 6,00; 6,50; 9,00 dan pH 10,00 pada
suhu penyimpanan 30°C40°C dan 55°C
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selama 21 hari dengan metode uji stabilitas

dipercepat. Tujuan dari dilakukannya uji

stabilitas adalah untuk memberikan bukti
bagaimana kualitas bahan obat atau produk

obat berubah
pengaruh

seiring dengan waktu oleh
(Sinko,P. ]., 2012).
Metode uji stabilitas dipercepat dikembangkan

temperatur

untuk menjamin karakteristik kosmetik yang
melebihi
tertentu,metode uji ini meliputi tes kombinasi
siklus

temperatur dimana pada tes ini dilakukan

periode  waktu  penggunaan

temperatur dan  kelembaban; tes
penggantian temperatur secara berkala setiap

harinya untuk menunukkan bagaimana
perubahan harian dan tahunan yang terjadi
diakibatkan oleh temperatur; tes tegangan
untuk meramalkan waktu hidup stabil sebuah
produk dari perubahan fisika. Pada penelitian
ini digunakan tes siklus temperature dengan
dasar dari digunakannya metode ini adalah

memerlukan waktu yang lebih pendek apabila

dibandingkan penyimpanan dengan suhu
kamar waktu normal (ICH of Technical
Requirement  for the Registration  of

Pharmaceutical for Human Use).

Kurva Baku Eaa Dalam Dapar Sitrat 10 Mm

Kurva baku EAA ditentukan dengan
metode HPLC, menghasilkan kurva yang linier
antara konsentrasi dengan area puncak,
menunjukkan adanya korelasi atau hubungan

seperti tertera pada Gambar 1.
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Gambar 1

Kurva Hubungan antara Area Rata-rata terhadap Konsentrasi EAA (mg/mL) dalam

Larutan Dapar pH 3,00; 4,00; 6,00; 6,50; 9,00 dan 10,00 dengan persamaan garis y = 56789,5666 +
62071,45x dan r*> 0,999

Hasil Uji Stabilitas Eaa Dalam Dapar Sitrat 10
Mm

EAA
dilakukan dengan mengamati kadar EAA yang

Penentuan  laju  peruraian
didapatkan kembali selama penyimpanan 21
hari dari sample EAA vyang telah di buat.
Kemudian hasil yang diperoleh dibandingkan
dengan kromatogram awal sebelum
penyimpanan sehingga % didapatkan kembali

dapat ditentukan dari selisih puncak EAA

2.5 ~

1.5 A

Log % perolehan kembali
=

pH 3,00

sebelum dan sesudah penyimpanan. Analisa
data meliputi penentuan pengaruh pH sediaan
terhadap stabilitas EAA melalui penentuan
orde reaksi.

Kurva log % didapatkan kembali EAA
terhadap waktu penyimpanan pada suhu
30°C,40°C dan 55°C dalam larutan dapar pH
3,00 sampai 10,00 selama 21 hari dapat dilihat
di gambar 2,3,4,5,6, dan 7.
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Gambar 2 Kurva log % didapatkan kembali EAA terhadap waktu penyimpanan pada suhu
30°C,40°C dan 55°C dalam larutan dapar pH 3,00 selama 21 hari.
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Gambar 3 Kurva Log % Didapatkan Kembali EAA Terhadap Waktu Penyimpanan Pada Suhu
30°C, 40°C dan 55°C Dalam Larutan Dapar pH 4,00 selama 21 hari
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Gambar 4 Kurva log %Didapatkan Kembali terhadap Waktu Penyimpanan pada Suhu 30°C, 40°C
dan 55°C dalam Larutan Dapar pH 6,00
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Gambar 5 Kurva log % didapatkan kembali EAA terhadap waktu penyimpanan pada suhu
30°C,40°C dan 55°C dalam larutan dapar pH 6,50 selama 21 hari.
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Gambar 6 Kurva Log % Didapatkan Kembali EAA Terhadap Waktu Penyimpanan Pada Suhu 30°C,
40°C dan 55°C Dalam Larutan Dapar pH 9,00 selama 21 hari
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pH 10,00
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Gambar 7 Kurva log %Didapatkan Kembali terhadap Waktu Penyimpanan pada Suhu 30°C, 40°C
dan 55°C dalam Larutan Dapar pH 10,00

Laju peruraian EAA pH 3,00 hingga pH 10,00 pada suhu 30°C, 40°C dan 55°C dapat dilihat di

tabel 1

Tabel 1 pH rate Rate Profile Ethyl Ascorbic Acid (EAA) dalam Larutan Dapar pH 3,00 hingga 10,00

pada Suhu Penyimpanan 30, 40 dan 55°C

pH Suhu 30°C  Suhu 40°C Suhu 55°C

3 0,652328549 0,883432022 1,331243619
4 1,073202709 1,478493973  1,973026236
6 0,795951785 1,650095668  2,27024246

6,5 0,995762394 1,876841691 2,332640814
9 1,978078713 2,012670854  2,355326865
10 1,671924105 2,128706785 2,372169572

Dari hasil penelitian ini didapatkan laju disimpulkan ~ bahwa  peningkatan  suhu

peruraian EAA paling kecil pada pH 3 suhu
penyimpanan 30°C, sehingga dapat dikatakan
EAA paling stabil pada pH 3,00 pada suhu
penyimpanan 30°C. Nilai k meningkat dengan
meningkatnya pH tetapi peningkatannya tidak
signifikan sehingga dapat disimpulkan bahwa
peningkatan pH tidak mempengaruhi stabilitas
EAA. Tetapi nilai k meningkat dengan suhu

penyimpanan yang meningkat sehingga, dapat
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penyimpan mempengaruhi stabilitas EAA.

Penentuan Orde Reaksi

Berdasarkan linieritas dari kurva log %
kembali

pengamatan, diketahui reaksi peruraian EAA

didapatkan terhadap  waktu
pada penelitian ini mengikuti orde reaksi

pertama. Pada tipe orde reaksi ini, suatu zat



terurai langsung membentuk satu atau lebih
produk lain. Jika mengikuti orde reaksi satu
maka plot logaritma konsentrasi versus waktu
menghasilkan garis lurus dan nilai k didapatkan
dengan mengalikan nilai slope dengan 2,303.
Semakin tinggi temperatur maka semakin tinggi

nilai k karena kemiringan slope yang meningkat

(Lachman, 1994).
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Kesimpulan

Berdasarkan penelitian terhadap
stabilitas EAA dalam larutan dapar sitrat 10
mM pada pH 3,0; 4,00; 6,00; 6,50; 9,00 dan
10,00 dengan suhu penyimpanan 30°C, 40°C,
dan 55°C selama 21 hari diperoleh hasil sebagai
berikut : Kinetika peruraian EAA dalam dapar
sitrat pH 3,0; 4,00; 6,00; 6,50; 9,00 dan 10,00
paling stabil pada pH 3,00 dengan suhu
penyimpanan 30°C dengan laju peruraian

0,652328549/hari.
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