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INTISARI 

Rokok elektrik adalah perangkat rokok yang digunakan dengan cara 

memanaskan cairan yang menghasilkan asap dan dihisap oleh pemakainya yang 

termasuk cairan nikotin dan pengganti likuid nikotin yang digunakan sebagai isi 

mesin dan aparatus elektrik. Peraturan Pemerintah Republik Indonesia Nomor 109 

Tahun 2012 tentang pengamanan bahan yang mengandung zat adiktif berupa 

produk tembakau bagi kesehatan pasal 19, menyebutkan bahwa setiap orang yang 

memproduksi dan/atau mengimpor produk tembakau wajib mencantumkan 

informasi kandungan kadar nikotin sesuai hasil pengujian yang dilakukan di 

laboratorium yang sudah terakreditasi.  

Penelitian ini bertujuan untuk melakukan validasi metode HPLC pada 

penetapan kadar nikotin yang terkandung dalam cairan rokok elektrik. Sistem 

HPLC yang digunakan yaitu HPLC fase terbalik dengan fase gerak metanol : 

ammonium asetat (70:30), laju alir 1,0 mL/menit serta fase diam C-18 dengan 

detektor UV pada panjang gelombang 261 nm. 

Hasil validasi metode yang dihasilkan memenuhi parameter parameter 

validasi. Analisis paling baik dilakukan pada konsentrasi nikotin 750 ng/mL, 

konsentrasi tersebut juga dipilih untuk mencegah terjadinya ekstrapolasi akibat 

kecilnya konsentrasi nikotin. Waktu retensi pada konsentrasi 750,0 ng/mL yaitu 

pada menit ke 4,161; nilai tailing factor sebesar 1,499; nilai resolusi sebesar 1,725; 

nilai recovery sebesar 97,241%; dan CV sebesar 1,688%. 

 

Kata kunci : Validasi, HPLC Fase Terbalik, Nikotin, Rokok Elektrik 
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ABSTRACT 

 

Electric cigarette is a cigarette device that is used by heating liquids that 

produce smoke and being inhaled by the user, including liquid nicotine and a liquid 

substitute for nicotine which is used as the subtituent of machines and electrical 

apparatus. Republic of Indonesia Government Regulation No. 109 of 2012 

concerning safeguarding of materials containing addictive substances in the form 

of tobacco products for health article 19, states that everyone who produces and / 

or imports tobacco products must provide information on content of nicotine 

according to the results of tests carried out in laboratories accredited. 

This study aims to validate the HPLC method on the determination of 

nicotine levels which is contained in e-cigarette liquids. The used HPLC system is 

reverse phase HPLC with the mobile phase of methanol: ammonium acetate 

(70:30), flow rate of 1.0 mL / minute and stationary phase C-18 with UV detector 

at 261 nm. 

The results demonstrate that the HPLC protocol meets the parameters 

validation criterians. The most valid method analysis is carried out at a nicotine 

with concentration of 750 ng / mL. This concentration is also selected to prevent 

extrapolation caused by small nicotine concentration. Retention time at a 

concentration of 750.0 ng / mL, which is at 4.161 minutes; tailing factor value at 

1.499; resolution value at 1.725; recovery value at 97.241%; and CV at 1.688%. 

 

Keywords: Validation, Reverse Phase HPLC, Nicotine, Electric Cigarette 
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PENDAHULUAN 

Rokok elektrik adalah perangkat rokok yang digunakan dengan cara 

memanaskan cairan yang menghasilkan asap dan dihisap oleh pemakainya yang 

termasuk likuid nikotin dan pengganti likuid nikotin yang digunakan sebagai isi 

mesin dan aparatus elektrik (Kemendagri, 2017). Penggunaan rokok elektrik telah 

berkembang pesat di seluruh dunia terutama di Indonesia. Popularitas rokok 

elektrik terus meningkat karena gencarnya pemasaran, terdapat banyak varian rasa, 

adanya persepsi bahwa rokok elektrik lebih aman dibandingkan dengan rokok 

konvensional, dan kadar nikotin yang dapat diatur sesuai keinginan (Talih, 2014). 

Jumlah perokok elektrik di dunia terus meningkat setiap tahunnya, hal ini 

disebabkan oleh kecanduan terhadap rokok elektrik sehingga perokok susah untuk 

berhenti merokok. Zat yang dapat menyebabkan kecanduan pada rokok elektrik 

adalah nikotin yang terkandung dalam cairan rokok elektrik. Nikotin merupakan 

alkaloid piridin pada daun tembakau yang memiliki gugus piridin dan cincin 

pirrolidin (Popl et al., 1990). Nikotin larut dalam air di bawah 60oC, sangat larut 

dalam alkohol, kloroform, eter, petroleum eter, kerosen, dan minyak. Nikotin tidak 

memiliki warna tetapi dapat berubah warna menjadi coklat apabila terkena udara 

atau cahaya. Nikotin sangat higroskopik, memiliki rasa bakaran dan memiliki 

aroma piridin (O’Neil et al., 2001). Nikotin memiliki titik didih 246-247oC, bobot 

molekul 162,23; massa jenis 1,0097 g/mL, pKa 4,23 dan 9,13; dan logP 0,93 

(Domino, 1999). 

Peraturan Menteri Keuangan Nomor 146/PMK.010/2017 Tahun 2017 

tentang Tarif Cukai Hasil Tembakau, menyebutkan bahwa rokok elektrik 

digolongkan dalam Hasil Pengolahan Tembakau Lainnya (HPTL) dan dikenakan 

cukai sebesar 57%. Peraturan Pemerintah Republik Indonesia Nomor 109 Tahun 

2012 tentang Pengamanan Bahan yang Mengandung Zat Adiktif Berupa Produk 

Tembakau Bagi Kesehatan Pasal 19, menyebutkan bahwa setiap orang yang 

memproduksi dan/atau mengimpor Produk Tembakau wajib mencantumkan 

informasi kandungan kadar nikotin sesuai hasil pengujian yang dilakukan di 

laboratorium yang sudah terakreditasi sesuai dengan ketentuan peraturan 
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perundang-undangan pada label setiap kemasan dengan penempatan yang jelas dan 

mudah dibaca (PP RI, 2012). 

Untuk memastikan kadar nikotin yang terkandung dalam cairan rokok 

elektrik sudah sesuai dengan kadar nikotin yang tercantum dalam label kemasan, 

maka perlu dilakukan penetapan kadar nikotin dalam cairan rokok elektrik tersebut. 

Diperlukan metode yang valid untuk menetapkan kadar nikotin tersebut, sehingga 

hasilnya dapat dipertanggungjawabkan. Analisis nikotin dapat dilakukan 

menggunakan HPLC fase terbalik yang terdiri dari fase gerak yang bersifat lebih 

polar daripada fase diamnya (Snyder et al., 2010). Berdasarkan penelitian terdahulu 

oleh Sumitro (2013), penetapan kadar nikotin dalam rokok dapat dilakukan dengan 

metode HPLC fase terbalik. Sumitro melakukan analisis nikotin dalam ekstrak 

tembakau rokok dengan komposisi fase gerak metanol : ammonium asetat 10 mM 

yang mengandung TEA 0,1 % dengan fase diam C8 (Sumitro, 2013). Penelitian ini 

mengacu pada penelitian Sumitro dengan melakukan modifikasi metode dengan 

mengubah fase diamnya dari semula C8 menjadi C18. Metode HPLC dipilih karena 

metode ini memiliki waktu analisis yang cepat, peka, daya pisah yang baik, 

pemilihan kolom dan eluen sangat bervariasi, kolom dapat dipakai kembali, dapat 

digunakan untuk menganalisis molekul besar dan kecil, dan dapat digunakan untuk 

menghitung sampel dengan kadar yang sangat rendah (Harmita, 2015).  

Penulis melakukan validasi metode HPLC fase terbalik pada penetapan 

kadar nikotin dalam cairan rokok elektrik merek “X” pada penelitian ini. Validasi 

metode perlu dilakukan guna memastikan metode HPLC telah memiliki metode 

yang optimal dan memiliki validitas yang baik sehingga hasil yang diperoleh dapat 

dipercaya dan dipertanggungjawabkan sehingga dapat digunakan untuk 

menetapkan kadar nikotin dalam cairan rokok elektrik merek “X”. 

 

METODE PENELITIAN 

Bahan 

Sampel cairan rokok elektrik merek “X”, metanol pro analysis (E.Merck), 

aquades dan aquabides, baku nikotin (E.Merck), ammonium asetat (E.Merck), 
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propilen glikol teknis dan gliserol teknis. Bahan yang digunakan diperoleh dari 

Laboratorium Kimia Analisis Instrumen Universitas Sanata Dharma Yogyakarta. 

Instrumentasi 

HPLC dengan detektor UV (LC-2010C shimadzu), kolom C18 dengan 

dimensi 250 x 4,6 mm dan ukuran pori 5 µm (Phenomenex®), seperangkat 

komputer (Dell) B6RDZIS Connexant system RD01-D850 A03-0382 JP France 

S.A.S, Spektrofotometer UV-VIS tipe UV Mini-1240 merek Shimadzu, printer 

merek HP Deskjet 1000 J110a, ultrasonikator merek retsch, timbangan analitis 

scaltec (max 60/210g, min 0,001 g; d = 0,01/0,1 mg), jarum suntik (terumo), syringe 

filter 0,45 µm (Minisart®), penyaring Whatman 0,45 µm, microsentrifugator 

(Thermo scientific Heraeus Pico), alat vakum GAST (Merck), corong Buchner, 

pompa vakum, corong pisah, glass firn, peralatan-peralatan gelas yang umum 

digunakan di laboratorium analisis. 

Tata Cara Penelitian 

Pembuatan Fase Gerak 

Fase gerak yang digunakan adalah metanol : ammonium asetat 10 mM. 

Sebanyak kurang lebih 0,7708 gram ammonium asetat (BM = 77,08) ditimbang 

dengan saksama, dimasukkan ke dalam labu takar 1000 mL dan ditambahkan 

aquabidest hingga batas tanda, sehingga diperoleh larutan ammonium asetat 10,0 

mM. Masing-masing larutan disaring menggunakan kertas saring Whatman yang 

dibantu dengan pompa vakum dan diawaudarakan selama 15 menit. Pencampuran 

fase gerak dilakukan di dalam sistem HPLC dengan komposisi metanol : 

ammonium asetat 10,0 mM dengan perbandingan 70:30. 

Pembuatan Larutan Stok Nikotin 

Larutan stok dibuat dengan cara mengambil 10,0 µL baku nikotin (ρ = 

1,0097 g/mL) dan dilarutkan dengan fase gerak dalam labu takar 100 mL, sehingga 

diperoleh larutan stok nikotin 100,0 µg/mL. 

Pengamatan Spektra Nikotin 

Larutan stok nikotin dengan konsentrasi 100,0 µg/mL diambil sebanyak 

500,0; 750,0; 1000,0 µL lalu dimasukkan ke dalam labu takar 5 mL dan 

ditambahkan fase gerak hingga batas tanda, sehingga diperoleh konsentrasi 10,0; 
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15,0; dan 20,0 µg/mL. Larutan yang diperoleh dibaca absorbansinya pada daerah 

panjang gelombang 200–400 nm menggunakan spektrofotometer Uv-Vis. Panjang 

gelombang maksimum pengamatan ditentukan berdasarkan spektra dengan serapan 

yang maksimal. 

Preparasi Larutan Simulasi Sampel (2,0 µg/mL) 

Sebanyak 100,0 µL baku nikotin 1 mg/mL (ρ = 1,0097 g/mL) diambil dan 

dicampurkan dengan 70,0 mL larutan propilen glikol ke dalam labu takar 100 mL 

lalu ditambahkan dengan larutan gliserol hingga batas tanda, sehingga diperoleh 

larutan simulasi sampel dengan konsentrasi nikotin 1,0 mg/mL. Larutan sampel 

tersebut kemudian diencerkan kembali dengan cara mengambil 500,0 µL larutan 

simulasi sampel 1,0 mg/mL tersebut dan dicampurkan dengan fase gerak dalam 

labu takar 10 mL, sehingga diperoleh larutan simulasi sampel dengan konsentrasi 

nikotin 50,0 µg/mL. Larutan sampel tersebut kemudian diencerkan kembali dengan 

cara mengambil 1,0 mL larutan simulasi sampel 50,0 µg/mL tersebut dan dilarutkan 

dengan fase gerak dalam labu takar 25 mL, sehingga diperoleh larutan simulasi 

sampel dengan konsentrasi 2,0 µg/mL. 

Pembuatan Larutan Intermediet Nikotin (10,0 µg/mL) 

Sebanyak 2,00 mL larutan simulasi sampel dengan konsentrasi 50,0 

µg/mL diambil dan dilarutkan dengan fase gerak dalam labu takar 10 mL hingga 

tanda batas, sehingga diperoleh larutan intermediet nikotin 10,0 µg/mL. 

Pembuatan Larutan Intermediet Nikotin (1,0 µg/mL) 

Sebanyak 5,0 mL larutan simulasi sampel dengan konsentrasi 2,0 µg/mL 

diambil dan dilarutkan dengan fase gerak dalam labu takar 10 mL hingga tanda 

batas, sehingga diperoleh larutan intermediet nikotin 1,0 µg/mL. 

Preparasi Seri Kurva Baku 

Sebanyak 25,0 µL; 50,0 µL; 75,0 µL larutan intermediet nikotin 1,0 

µg/mL diambil dan sebanyak 10,0 µL; 25,0 µL; 50,0 µL; 75,0 µL; 100,0 µL; 125,0 

µL; 150,0 µL; 175,0 µL; 200,0 µL intermediet nikotin 10,0 µg/mL diambil, 

kemudian dimasukkan ke dalam microtube 2 mL. Fase gerak ditambahkan ke dalam 

masing-masing microtube sampai 1,0 mL, sehingga diperoleh larutan nikotin 

dengan konsentrasi  25,0 ng/mL; 50,0 ng/mL; 75,0 ng/mL; 100,0 ng/mL; 250,0 
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ng/mL; 500,0 ng/mL; 750,0 ng/mL; 1000,0 ng/mL; 1250,0 ng/mL; 1500,0 ng/mL; 

1750,0 ng/mL; 2000,0 ng/mL.  

Preparasi Larutan Seri Simulasi Sampel 

Sebanyak 2,50 mL larutan simulasi sampel 2,0 µg/mL dilarutkan dengan 

fase gerak dalam labu takar 25 mL, sehingga diperoleh larutan simulasi sampel 

dengan konsentrasi 200,0 ng/mL. Sebanyak 500,0 µL larutan simulasi sampel 200,0 

ng/mL dimasukkan ke dalam microtube 1 mL dan diencerkan dengan fase gerak 

hingga 1 mL, sehingga diperoleh seri simulasi sampel rendah dengan konsentrasi 

100,0 ng/mL. Sebanyak 375,0 dan 625,0 µL larutan simulasi sampel 2,0 µg/mL 

dimasukkan ke dalam microtube 1 mL dan diencerkan dengan fase gerak hingga 1 

mL, sehingga diperoleh seri simulasi sampel tengah dan tinggi dengan konsentrasi 

750,0 dan 1250,0 ng/mL. Masing-masing larutan disaring menggunakan millipore 

dan diawaudarakan selama 5 menit. 

Pembuatan Larutan Blank 

Sebanyak 70,0 mL propilen glikol dan 30,0 mL gliserol diambil dan 

dipindahkan ke dalam labu takar 100 mL, sehingga diperoleh larutan propilen glikol 

: gliserol dengan perbandingan 70:30. Larutan blank diberikan perlakuan yang sama 

seperti pada pembuatan larutan seri simulasi sampel. 

Optimasi dan Validasi Metode Analisis 

Selektivitas 

Larutan seri simulasi sampel diinjeksikan ke dalam sistem HPLC fase 

terbalik dengan menggunakan fase gerak metanol : ammonium asetat 10 mM 

(70:30), fase diam oktadesilsilan (C-18) dan kecepatan alir 1,0 mL/menit. Waktu 

retensi, nilai tailing factor, dan nilai resolusi yang dihasilkan pada kromatogram 

dapat digunakan untuk menentukan parameter selektivitas dan memastikan bahwa 

metode tersebut telah optimum. Metode dapat dikatakan optimum apabila dapat 

menghasilkan pemisahan yang baik ditunjukkan dari bentuk peak dengan waktu 

retensi < 10 menit (Smith, 2002), nilai tailing factor ≤ 2 (Snyder, 2010), dan nilai 

resolusi ≥  1,5 (Rohman, 2009). 
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Kurva Baku  

Larutan seri baku nikotin  dengan konsentrasi 100,0 ng/mL; 250,0 ng/mL 

; 500,0 ng/mL; 750,0 ng/mL; 1000,0 ng/mL; 1250,0 ng/mL yang telah dibuat 

kemudian disaring dengan milipore dan diawaudarakan selama 5 menit. Masing-

masing larutan diinjeksikan ke dalam sistem HPLC fase terbalik yang telah 

optimum. Luas area nikotin akan ditunjukkan oleh kromatogram. Kurva baku 

diperoleh dengan cara memplotkan luas area nikotin dengan kadar baku nikotin. 

Linearitas 

Larutan seri baku nikotin  dengan konsentrasi 25,0 ng/mL; 50,0 ng/mL; 

75,0 ng/mL; 100,0 ng/mL; 250,0 ng/mL ; 500,0 ng/mL; 750,0 ng/mL; 1000,0 

ng/mL; 1250,0 ng/mL; 1500,0 ng/mL; 1750,0 ng/mL; 2000,0 ng/mL yang telah 

dibuat kemudian disaring dengan milipore dan diawaudarakan selama 5 menit. 

Masing-masing larutan diinjeksikan ke dalam sistem HPLC fase terbalik yang telah 

optimum. 

Presisi dan Recovery 

Sebanyak 5 replikasi dari 3 tingkatan konsentrasi larutan seri simulasi 

sampel rendah, menengah, dan tinggi yaitu 100,0; 750,0; dan 1250,0 ng/mL dibuat 

untuk menentukan nilai presisi dan recovery. Masing-masing larutan disaring 

menggunakan milipore dan diawaudarakan selama 5 menit. Larutan tersebut 

kemudian diinjeksikan ke dalam sistem HPLC yang telah optimum. Nilai AUC dan 

kadar yang didapat dapat digunakan untuk menentukan parameter presisi dan 

recovery. Nilai koefisien variasi (CV) dibandingkan dengan syarat pada literatur 

yaitu nilai CV tidak melebihi 15%, apabila CV memenuhi syarat maka metode 

dapat dikatakan presisi (AOAC, 2013). Nilai recovery yang baik yaitu pada rentang 

80%-110% (AOAC, 2013). 

Preparasi Sampel Cairan Rokok Elektrik 

Sebanyak 1,0 mL larutan sampel cairan rokok elektrik merek “X” 

dilarutkan dengan fase gerak dalam labu takar 10 mL, sehingga diperoleh larutan 

sampel. Larutan sampel tersebut kemudian diambil sebanyak 250,0 µL lalu 

dilarutkan dengan fase gerak dalam labu takar 25 mL. Sebanyak 250,0 µL larutan 

sampel selanjutnya diencerkan kembali dengan cara dilarutkan dengan 750,0 µL 
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fase gerak dalam microtube 1 mL. Pengambilan larutan sampel dilakukan sebanyak 

5 kali. Masing-masing larutan kemudian disaring menggunakan millipore dan 

diawaudarakan selama 5 menit. 

Aplikasi Metode pada Sampel 

Sebanyak 100,0 µL dari 5 pengambilan larutan sampel diinjeksikan pada 

sistem HPLC fase terbalik dengan fase diam C18, fase gerak berupa campuran 

metanol dan ammonium asetat 10mM (70:30), detektor UV pada panjang 

gelombang yang telah diperoleh yaitu 261 nm. Kromatogram akan menunjukkan 

AUC nikotin untuk masing-masing larutan sampel. AUC nikotin kemudian 

dimasukkan ke dalam persamaan regresi linier dengan fungsi sumbu x sebagai 

konsentrasi nikotin dan fungsi sumbu y sebagai AUC nikotin. Persamaan regresi 

linier akan menghasilkan konsentrasi nikotin dalam sampel, kemudian konsentrasi 

tersebut dikalikan dengan faktor pengenceran (FP) sehingga didapatkan kadar 

nikotin dalam sampel. Kadar dalam sampel dinyatakan dalam (x̄ ± SD). 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Penelitian ini dilakukan pada sistem HPLC fase terbalik menggunakan 

komposisi fase gerak campuran metanol : ammonium asetat 10mM (70:30), fase 

diam oktadesil silika C18, kecepatan alir 1,0 mL/menit dan detektor UV 261 nm. 

Penelitian sebelumnya milik Sumitro (2013) diadaptasi dengan penggantian fase 

diam menjadi C18 menghasilkan beberapa parameter validasi yang telah memenuhi 

syarat meliputi spesifisitas, linearitas, dan rentang pada sampel baku nikotin dalam 

air. Pada penelitian ini dilakukan validasi metode untuk mendapatkan parameter 

validasi yang memenuhi syarat yaitu selektivitas, presisi, linearitas, rentang dan 

recovery pada sampel campuran propilen glikol dan gliserol dengan perbandingan 

30:70 sehingga metode sepenuhnya valid. 

Pengamatan Panjang Gelombang Maksimum 

Pengamatan ini memiliki tujuan untuk mengamati panjang gelombang 

dengan serapan maksimum dari nikotin. Panjang gelombang maksimum dapat 

dibaca menggunakan alat spektrofotometer UV-vis. Pengamatan nilai serapan 

maksimum diharapkan dapat memaksimalkan pembacaan kadar nikotin pada 
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sistem HPLC. Detektor UV-vis dapat membaca senyawa yang menyerap sinar 

tampak maupun ultraviolet (Meyer, 2004). 

Nikotin dapat menyerap lampu ultraviolet karena memiliki gugus 

kromofor dan auksokrom di mana kedua gugus ini bertanggung jawab pada 

penyerapan radiasi ultraviolet. Gugus kromofor dan auksokrom dari senyawa 

nikotin dapat dilihat pada Gambar 1. 

Gambar 1. Gugus kromofor dan auksokrom nikotin 

Penentuan panjang gelombang maksimum nikotin dilakukan 

menggunakan larutan nikotin dengan konsentrasi 10,0; 15,0; dan 20,0 µg/mL yang 

diukur pada rentang panjang gelombang 200-400 nm. Penggunaan 3 tingkat 

konsentrasi ini bertujuan untuk memastikan bahwa bentuk spektrum dan panjang 

gelombang maksimal yang didapat pada 3 konsentrasi yang berbeda memiliki hasil 

yang seragam.  

Gambar 2. Spektrum serapan maksimum nikotin 

Kromofor  

Auksokrom  

20,0 µg/mL 

15,0 µg/mL 

10,0 µg/mL 
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Berdasarkan Gambar 2 dapat dilihat bahwa serapan maksimum nikotin 

dalam pelarut metanol : ammonium asetat 10mM (70:30) yaitu pada panjang 

gelombang 261 nm. Secara teoritis, serapan maksimum nikotin yaitu pada panjang 

gelombang 260 nm (O’Neil, 2001). 

Panjang gelombang nikotin mengalami pergeseran sebesar 1 nm, sehingga 

panjang gelombang maksimum yang didapatkan pada penelitian ini dapat diterima 

karena pengujian panjang gelombang dapat digunakan apabila serapan maksimum 

tepat atau dalam batas 3 nm dari panjang gelombang teoritis (Snyder, 2010). 

Parameter Optimasi Metode 

Parameter optimasi yang diamati yaitu selektivitas yang dapat diukur dari 

waktu retensi, nilai tailing factor, dan nilai resolusi. Metode milik Sumitro (2013) 

diadaptasi dengan penggantian fase gerak metanol : ammonium asetat (70:30), 

kecepatan alir 1,0 mL/menit pada kondisi isokratik, panjang gelombang 261 nm 

dalam jangka waktu 10 menit, dan volume injeksi sejumlah 100 µL. Peneliti 

melakukan perubahan komposisi larutan analit yaitu propilen glikol:gliserol (30:70) 

yang mengandung nikotin, sehingga dilakukan pembuatan sampel simulasi. 

Pembuatan sampel simulasi digunakan untuk mendapatkan gambaran data apabila 

nantinya metode akan digunakan pada sampel yang sebenarnya.  

Gambar 3. Kromatogram sampel simulasi nikotin konsentrasi 1250,0 ng/mL 

Waktu retensi yang diharapkan yaitu kurang dari 10 menit, karena 

senyawa nikotin dengan bobot molekul kecil (< 500) seharusnya dapat mudah 

Peak nikotin 
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keluar dari kolom (Meyer, 2004). Bentuk puncak yang baik memiliki nilai tailing 

factor kurang dari 2, hal ini menunjukkan bahwa senyawa yang dianalisis dapat 

keluar secara bersamaan dari kolom (Snyder et al., 2010). Resolusi merupakan 

derajat pemisahan dua komponen campuran dalam proses kromatografi 

(Hendayana, 2006). Nilai R haruslah mendekati atau lebih dari 1,5 karena akan 

memberikan pemisahan puncak yang baik (base line resolution) (Rohman, 2009).  

Kromatogram larutan simulasi yang diinjeksikan dalam sistem HPLC  

pada Gambar 3 menunjukkan waktu retensi nikotin < 10 menit; nilai tailing factor 

≤ 2  dan nilai resolusi nikotin ≥  1,5. 

Tabel I. Nilai waktu retensi pada 3 tingkat konsentrasi nikotin 

Waktu Retensi Konsentrasi (ng/mL) 

100,0 750,0 1250,0 

Replikasi 1 4,162 4,161 4,158 

Replikasi 2 4,162 4,157 4,159 

Replikasi 3 4,186 4,158 4,243 

Replikasi 4 4,181 4,166 4,174 

Replikasi 5 4,181 4,165 4,165 

Rata-rata 4,174 4,161 4,179 

 

Berdasarkan data penelitian yang telah disajikan dalam Tabel I, diperoleh 

nilai rata-rata waktu retensi nikotin dengan konsentrasi 100,0 ng/mL yaitu pada 

menit ke 4,1744; nikotin dengan konsentrasi 750,0 ng/mL yaitu pada menit ke 

4,1614; dan nikotin dengan konsentrasi 1250,0 ng/mL yaitu pada menit ke 4,179. 

Ketiga konsentrasi sampel simulasi nikotin menghasilkan rata-rata waktu retensi 

pada menit ke 4,1718 dan dapat dikatakan baik karena waktu retensi kurang dari 10 

menit (Smith, 2002). Data tersebut menunjukkan bahwa metode yang digunakan 

memiliki waktu retensi yang optimum untuk analisis nikotin. 

Berdasarkan data penelitian yang telah disajikan dalam Tabel II, diperoleh 

nilai rata-rata tailing factor pada konsentrasi 100,0 ng/mL sebesar 1,174; pada 

konsentrasi 750,0 ng/mL sebesar 1,4998; dan pada konsentrasi 1250,0 sebesar 
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1,531. Ketiga konsentrasi sampel simulasi nikotin menghasilkan rata-rata nilai 

tailing factor sebesar 1,4016 dan dapat dikatakan baik karena nilai tailing factor ≤ 

2 (Snyder et al., 2010). Data tersebut menunjukkan bahwa metode yang digunakan 

memiliki nilai tailing factor yang optimum untuk analisis nikotin. 

Tabel II. Nilai tailing factor pada 3 tingkat konsentrasi nikotin 

Tailing Factor Konsentrasi (ng/mL) 

100,0 750,0 1250,0 

Replikasi 1 0,000 1,507 1,522 

Replikasi 2 1,478 1,497 1,545 

Replikasi 3 1,485 1,492 1,527 

Replikasi 4 1,459 1,500 1,518 

Replikasi 5 1,448 1,503 1,543 

Rata-rata 1,174 1,499 1,531 

 

Tabel III. Nilai resolusi pada 3 tingkat konsentrasi nikotin 

Resolusi Konsentrasi (ng/mL) 

100,0 750,0 1250,0 

Replikasi 1 2,069 2,193 3,430 

Replikasi 2 1,946 1,942 3,418 

Replikasi 3 2,146                                                                                            1,041 3,543 

Rata-rata 2,053 1,725 3,463 

 

Berdasarkan data penelitian yang telah disajikan dalam Tabel III, 

diperoleh nilai rata-rata resolusi pada konsentrasi 100,0 ng/mL sebesar 2,053; pada 

konsentrasi 750,0 ng/mL sebesar 1,725; dan pada konsentrasi 1250,0 ng/mL sebesar 

3,463. Ketiga konsentrasi sampel simulasi nikotin menghasilkan nilai rata-rata 

resolusi sebesar 2,413 dan dapat dikatakan baik karena nilai resolusi ≥ 1,5 

(Rohman, 2009). Data resolusi tersebut menunjukkan bahwa metode yang 

digunakan memiliki selektivitas yang optimum untuk analisis nikotin. 
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Validasi Metode 

Validasi metode dilakukan untuk memastikan metode HPLC yang 

digunakan memiliki validitas yang baik sehingga hasil yang diperoleh dapat 

dipercaya dan dipertanggungjawabkan. Pada penelitian ini dilakukan validasi 

metode pada sampel dengan komposisi campuran propilen glikol dan gliserol 

dengan perbandingan 30:70 sehingga metode sepenuhnya valid untuk mendapatkan 

parameter validasi yang memenuhi syarat yaitu selektivitas, presisi, linearitas, 

rentang dan recovery. 

Penentuan Kurva Baku 

Kurva baku menggambarkan korelasi antara konsentrasi terhadap respon 

instrumen berupa AUC (Area Under the Curve) yang diperoleh. Seri konsentrasi 

dari baku harus mampu menjangkau kadar sampel yang akan dianalisis. Seri 

konsentrasi baku nikotin 100,0 ng/mL; 250,0 ng/mL; 500,0 ng/mL; 750,0 ng/mL; 

1000,0 ng/mL; dan 1250,0 ng/mL digunakan dalam pembuatan kurva baku 

penelitian ini. 

Tabel IV. Perolehan AUC dari 3 replikasi 6 seri baku 

Konsentrasi 

(ng/mL) 

AUC 

Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3 

100,0 13491 13355 14556 

250,0 30584 21795 29836 

500,0 63755 61846 71050 

750,0 95234 79864 97444 

1000,0 134409 135561 138248 

1250,0 168742 174588 168958 

Regresi 0,9992 0,9891 0,9986 

 

Dari ketiga replikasi seri baku pada Tabel IV, kurva baku yang digunakan 

adalah kurva baku yang memiliki nilai koefisien korelasi terbaik, yaitu kurva baku 

pada replikasi pertama yang memiliki nilai koefisien korelasi 0,9992. Kurva baku 

dapat dinyatakan linear apabila memiliki nilai koefisien korelasi ≥ 0,998 
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(Kazakevich dan Lobrutto, 2007). Hasil dari kurva baku pada replikasi pertama 

dapat dikatakan linear. 

Persamaan kurva baku diperoleh dari plot konsentrasi terhadap AUC 

nikotin. Hubungan konsentrasi dengan AUC nikotin dapat dilihat pada Gambar 4. 

Semakin tinggi konsentrasi nikotin, maka respon instrumen berupa AUC nikotin 

akan semakin tinggi juga seperti dapat dilihat pada Gambar 5. Kurva baku akan 

menghasilkan persamaan y=bx+a; di mana a adalah intercept; b adalah slope; y 

adalah AUC; dan x adalah kadar nikotin. 

Gambar 4. Kurva baku nikotin 

Gambar 5. Stacking kromatogram kurva baku nikotin (ppb) 
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Linearitas 

 Penambahan tiga seri konsentrasi di atas dan di bawah seri konsentrasi baku 

dilakukan untuk membuat rentang kurva baku. Rentang kurva baku bertujuan untuk 

memastikan respon instrumen terhadap analit yang berada di luar kurva baku akan 

tetap berada di dalam rentang sehingga tidak mengalami ekstrapolasi. Seri 

konsentrasi baku nikotin 25,0 ng/mL; 50,0 ng/mL; 75,0 ng/mL; 100,0 ng/mL; 250,0 

ng/mL ; 500,0 ng/mL; 750,0 ng/mL; 1000,0 ng/mL; 1250,0 ng/mL; 1500,0 ng/mL; 

1750,0 ng/mL; 2000,0 ng/mL digunakan sebagai range. Tabel VI menunjukkan 

data rentang pada replikasi pertama memiliki nilai koefisien korelasi terbaik. 

Tabel V. Data range 

Konsentrasi 

(ng/mL) 

AUC 

Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3 

25 6,128 5,946 7,758 

50 10,295 10,118 8,260 

75 12,251 12,770 13,084 

100 13,491 13,355 14,556 

250 30,584 21,795 29,836 

500 63,755 61,846 71,050 

750 95,234 79,864 97,444 

1,000 134,409 135,561 138,248 

1,250 168,742 174,588 168,958 

1,500 198,606 203,638 211,207 

1,750 236,074 261,611 235,117 

2,000 274,506 263,083 235,453 

Regresi (r) 0,9994 0,9941 0,9945 

Koefisien 

Determinasi (R) 
0,9988 0,9882 0,9890 

 

Data pada tabel V menunjukkan nilai koefisien korelasi (r) yaitu sebesar 

0,9994 dan koefisien determinasi (R) yaitu sebesar 0,9988. Metode ini memiliki 
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koefisien korelasi ≥ 0,998 (0,9994) dan koefisien determinasi yang mendekati nilai 

1 yang berarti peningkatan konsentrasi nikotin mempengaruhi peningkatan AUC 

nikotin sebesar 99,88%. Peningkatan tersebut dapat terlihat jelas secara visual pada 

Gambar 6, sehingga dapat disimpulkan bahwa metode analisis nikotin yang 

digunakan dapat dinyatakan linear serta peningkatan konsentrasi nikotin secara 

signifikan mempengaruhi peningkatan AUC nikotin. 

 

Gambar 6. Stacking kromatogram range 

Penentuan %Recovery dan Presisi 

Nilai perolehan kembali berasal dari penambahan baku nikotin ke dalam 

larutan simulasi propilen glikol : gliserol. Penambahan baku dilakukan sebanyak 

lima replikasi pada konsentrasi rendah, menengah, dan tinggi yaitu 100,0; 750,0; 

dan 1250,0 ng/mL. Recovery digunakan sebagai pengukuran tingkat efisiensi dan 

efektivitas dari konsentrasi nikotin setelah mendapatkan perlakuan dalam proses 

preparasi sampel. 

Nilai konsentrasi baku nikotin yang digunakan dalam penentuan recovery 

adalah 100,0; 750,0; dan 1250,0 ng/mL. Berdasarkan Tabel VI, nilai rata-rata 

recovery pada konsentrasi 100,0 ng/mL sebesar 136,3863%; 750,0 ng/mL sebesar 

2.000 ng/mL 

1.750 ng/mL 

1.500 ng/mL 

1.250 ng/mL 

1.000 ng/mL 

750 ng/mL 

500 ng/mL 

250 ng/mL 

100 ng/mL 

75 ng/mL 

50 ng/mL 

25 ng/mL 
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97,2415%; dan pada konsentrasi 1250 ng/mL sebesar 95,11583%. Nilai %recovery 

pada konsentrasi 750,0 ng/mL dan 1250,0 ng/mL yang didapatkan dapat dikatakan 

baik karena masih masuk dalam rentang 80%-110%, sehingga memenuhi syarat 

recovery yang baik (AOAC, 2013). Konsentrasi 750,0 ng/mL memiliki nilai CV 

yang lebih kecil, sehingga dapat dikatakan memiliki nilai recovery yang lebih 

seragam. Hasil yang didapatkan menunjukkan bahwa metode yang digunakan dapat 

memberikan hasil perolehan kembali yang optimum. 

Tabel VI. Data recovery dan presisi nikotin 

Level Kadar 

Baku 

Nikotin 

(ng/mL) 

Kadar 

Nikotin 

Terukur 

(ng/mL) 

Recovery 

(%) 

Rata-rata 

(ng/mL) 

SD CV (%) 

Blank 0 0  

Rendah 100,0 129,388 129,388 136,386 6,202 4,547 

131,595 131,595 

136,598 136,598 

144,904 144,904 

139,445 139,445 

Tengah 750,0 739,704 98,627 729,3119 12,314 1,688 

728,374 97,116 

708,548 94,473 

733,818 97,842 

736,114 98,148 

Tinggi 1250,0 1158,161 92,652 1188,948 29,436 2,475 

1169,351 93,548 

1196,475 95,718 

1186,301 94,904 

1234,451 98,756 

 

Berdasarkan Tabel VI, Nikotin dengan konsentrasi 750 ng/mL memiliki 

nilai CV yang terkecil dan nilai < 15% , sehingga dapat dikatakan memiliki nilai 
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yang paling baik dan seragam apabila dibandingkan dengan konsentrasi lain 

(AOAC, 2013). 

Aplikasi Metode pada Sampel 

Metode yang telah optimum kemudian diaplikasikan pada sampel cairan 

rokok elektrik. Aplikasi metode bertujuan untuk melihat hasil sebenarnya apabila 

metode digunakan pada sampel cairan rokok elektrik yang sebenarnya. Metode 

yang telah divalidasi sebelumnya yaitu sistem HPLC fase terbalik dengan 

komposisi fase gerak campuran metanol : ammonium asetat 10mM (70:30), fase 

diam oktadesil silika C18, kecepatan alir 1,0 mL/menit dan detektor UV 261 nm. 

Aplikasi Pada Sampel Cairan Rokok Elektrik 

Analisis paling baik dilakukan pada konsentrasi nikotin 750 ng/mL, 

konsentrasi tersebut juga dipilih untuk mencegah kadar di luar kurva baku. Sampel 

yang dipilih dalam penelitian ini adalah satu botol cairan rokok elektrik merek “X” 

rasa melon kemasan 60 mL. Sampel cairan rokok elektrik tersebut memiliki 

komposisi propilen glikol dan gliserol dengan perbandingan 30:70, serta tambahan 

nikotin dan perasa melon. Label kemasan sampel menuliskan konsentrasi nikotin 

yang terkandung dalam sampel yaitu sebesar 3 mg/mL sampel. 

Gambar 7. Kromatogram sampel konsentrasi 750 ng/mL 

Setelah dilakukan pembacaan pada nikotin dengan konsentrasi 750 ng/mL 

seperti pada Gambar 7, didapatkan hasil peak yang kurang baik. Hal ini disebabkan 

karena cairan sampel yang terlalu pekat sehingga menimbulkan tailing berlebihan, 
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sehingga konsentrasi sampel diturunkan untuk menghindari terjadinya tailing yang 

berlebihan. 

Tabel VII. Data aplikasi metode pada sampel cairan rokok elektrik 

Repetisi Kadar 

Nikotin 

(ng/mL) 

Kadar 

Sampel 

xFP 

(ng/mL) 

Kadar 

Sampel 

xFP 

(mg/mL) 

SD CV Kadar 

Sampel (%) 

1 81,333 325334,4 0,325 0,03558 10,102 

2 103,337 413348,0 0,413 

3 91,287 365149,2 0,365 

4 93,126 372506,4 0,372 

5 84,107 336428,4 0,336 

6 87,270 349082,0 0,349 

7 76,051 304205,2 0,304 

Rata-rata 88,073 360308,0 0,360   

Gambar 8. Stacking kromatogram sampel  

Kadar nikotin dalam sampel dapat dihitung dengan persamaan regresi 

linier yaitu y=135,928x-2851,513 dengan fungsi sumbu x sebagai konsentrasi 

nikotin dan fungsi sumbu y sebagai AUC nikotin. Data penelitian yang telah 

disajikan Tabel VII menunjukkan kadar nikotin sebesar 88,0735 ng/mL. Sampel 

mengalami ekstrapolasi karena pembacaan kadar di bawah 100 ng/mL, namun 

kadar tetap berada dalam range bawah yaitu 25 ng/mL sehingga hasil masih dapat 

dipertanggungjawabkan. Kadar nikotin yang didapatkan kemudian dikalikan 

Peak nikotin 
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dengan faktor pengenceran (FP) dan didapatkan rata-rata kadar nikotin dalam 

sampel cairan rokok elektrik merek “X” kemasan 60 mL sebesar 0,3602 mg/mL. 

Pada percobaan aplikasi metode ini didapatkan hasil yang baik, 

ditunjukkan dengan nilai resolusi ≥  1,5; waktu retensi < 10 menit, dari bentuk peak 

dengan nilai tailing factor ≤ 2, nilai CV kadar < 15%. 

KESIMPULAN 

Hasil penelitian menggunakan sistem HPLC fase terbalik dengan kolom 

C18, fase gerak berupa campuran metanol : ammonium asetat (70:30), kecepatan 

alir 1,0 mL/menit memenuhi parameter optimasi dan parameter validasi. Waktu 

retensi pada konsentrasi 750,0 ng/mL yaitu pada menit ke 4,1614; nilai tailing 

factor sebesar 1,4998; nilai resolusi sebesar 1,725; nilai recovery sebesar 

97,2415%; dan CV sebesar 1,688%. 

SARAN 

Dilakukan penetapan kadar lebih lanjut dengan jumlah replikasi sampel 

cairan rokok elektrik yang lebih banyak agar hasilnya dapat menggambarkan kadar  

yang sebenarnya pada sampel. Penelitian lebih lanjut mengenai penetapan kadar 

nikotin pada cairan rokok elektrik dengan perbandingan komposisi utama sampel 

yang berbeda dan varian rasa yang berbeda perlu dilakukan. 
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Lampiran 1. Kromatogram rentang dan kurva baku nikotin 

1. Konsentrasi 25 ppb replikasi 1
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2. Konsentrasi 50 ppb replikasi 1
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3. Konsentrasi 75 ppb replikasi 1 
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4. Konsentrasi 100 ppb replikasi 1  
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 5. Konsentrasi 250 ppb replikasi 1 
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6. Konsentrasi 500 ppb replikasi 1 
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7. Konsentrasi 750 ppb replikasi 1  
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8. Konsentrasi 1000 ppb replikasi 1  
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7. Konsentrasi 1250 ppb replikasi 1 
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8. Konsentrasi 1500 ppb replikasi 1 
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9. Konsentrasi 1750 ppb replikasi 1 
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10. Konsentrasi 2000 ppb replikasi 1 
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Lampiran 2. Kromatogram selektivitas dan recovery 

 

1. Blank replikasi 1 
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2. Konsentrasi 100 ppb replikasi 1 
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3. Konsentrasi 750 ppb replikasi 1 
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4. Konsentrasi 1250 ppb replikasi 1 

 

 

 

 

PLAGIAT MERUPAKAN TINDAKAN TIDAK TERPUJI



37 
 

Lampiran 3. Data recovery dan presisi 

Konsentrasi 

(ng/mL) 

AUC 

Replikasi 1 
Replikasi 

2 

Replikasi 

3 

Replikasi 

4 

Replikasi 

5 

Blank 0 

100 14736 15036 15716 16845 116103 

750 97695 96155 93460 96895 97207 

1250 154575 156096 159783 158400 164945 

 

Level Kadar 

Baku 

Nikotin 

(ng/mL) 

Kadar 

Nikotin 

Terukur 

(ng/mL) 

Recovery 

(%) 

Rata-rata 

(ng/mL) 

SD CV (%) 

Blank 0 0  

Rendah 100,0 129,388 129,388 136,386 6,202322 4,547 

131,595 131,595 

136,598 136,598 

144,904 144,904 

139,445 139,442 

Tengah 750,0 739,704 98,627 729,311 12,31461 1,688 

728,374 97,116 

708,548 94,473 

733,818 97,842 

736,114 98,148 

Tinggi 1250,0 1158,161 92,652 1188,948 29,43688 2,475 

1169,351 93,548 

1196,475 95,718 

1186,301 94,904 

1234,451 98,756 
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 Contoh perhitungan recovery pada nikotin kadar 100 ng/mL replikasi 

pertama: 

% recovery = (Cf – Cu) x 100/Ca 

  = (129,3884-0) x 100/100 

         = 129,3884 

 

 Contoh perhitungan koefisien korelasi pada nikotin kadar 100 ng/mL: 

  

𝐶𝑉 =
𝑆𝐷

𝑥
 × 100% 

     

       =    6,202322 / (129,3884) x 100% 

       =    4,7935% 
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Lampiran 4. Data Sampel 

1. Konsentrasi 750 ppb replikasi 1 
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2. Konsentrasi 100 ppb replikasi 1 
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Lampiran 5. Nikotin 
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Lampiran 6. Sampel Cairan Rokok Elektrik Merek “X” 
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