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KLT-Densitometri adalah metode yang digunakan untuk mengukur 

konsentrasi zat dalam sampel. Ini adalah teknik kromatografi di mana 

sampel menyerap ke permukaan sebagai fase, dan kromatogram dibuat 

ketika fase berubah. Metode ini umumnya digunakan untuk analisis dan 

kontrol kualitas di laboratorium karena kesederhanaan, sensitivitas, dan 

selektivitasnya. KLT-Densitometri dapat digunakan untuk analisis 

kuantitatif berbagai sampel, termasuk herbal, zat aktif, dan berbagai 

bentuk sediaan farmasi. Metode ini memiliki beberapa keunggulan, 

termasuk spesifisitas yang tinggi, hasil yang cepat, dan kemampuan 

untuk melakukan tes secara simultan. Metode ini juga memiliki koreksi 

polaritas yang cepat, dan pemrosesan kromatografi yang efisien. KLT-

Densitometri dianggap sebagai metode standar dalam pengukuran zat 

aktif karena nilai ekonomis, pemilihan fase yang tepat, dan waktu 

respons yang cepat. Namun, KLT-Densitometri juga memiliki 

keterbatasan, seperti kurangnya representasi visual sampel. Hal ini 

dapat menyebabkan kesalahan dalam mengidentifikasi zat dan 

membutuhkan interpretasi yang cermat. Validasi metode dilakukan untuk 

memberikan data yang valid dengan parameter LOD, LOQ, linearitas, 

dan sensitivitas 
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PENDAHULUAN 

Kadar suatu obat dalam sediaan farmasi menunjukkan seberapa banyak obat 

yang diserap oleh tubuh dan menyebabkan efek terapi. Metode umum untuk 

menentukan kadar bahan aktif adalah KLT-Densitometri. Kromatografi Lapis Tipis 

Densitometri sering digunakan untuk analisis dan kontrol kualitas karena 

kemudahannya, serta kepekaan dan selektivitas reagen yang digunakan. Kombinasi 

KLT dan Densitometri dapat digunakan untuk menentukan kadar (Muttaqin et al., 

2016). 

Kromatografi Lapis Tipis (KLT) Densitometri adalah metode yang 

digunakan untuk menentukan kadar suatu senyawa dalam suatu sampel. 

Kromatografi Lapis Tipis Densitometri adalah sebuah teknik kromatografi dimana 

suatu adsorben disalutkan pada lempeng kaca sebagai fase diam, dan kromatogram 

terbentuk ketika fase gerak melewati adsorben tersebut (Rollando et al., 2019). 

Teknik ini, yang merupakan metode berbasis kromatografi, seperti KLT 

densitometri, terkenal karena akurasi, sederhana, biaya efektif, dan sensitivitasnya 

dalam penetapan kadar analit. KLT densitometri secara khusus digunakan untuk 
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analisis kuantitatif sebuah sampel dengan kadar rendah setelah dipisahkan 

menggunakan KLT (Suharsanti et al., 2020). 

Metode ini memiliki beberapa keuntungan, seperti spesifikasi yang tinggi, 

hasil yang dapat dipercaya, dan dapat dilakukan dengan mudah serta cepat. Selain 

itu, metode KLT-Densitometri juga memungkinkan terjadinya penetapan kadar 

beberapa sampel secara simultan (Fatimah et al., 2020). Beberapa penelitian telah 

dilakukan untuk mengembangkan dan memvalidasi metode KLT-Densitometri 

untuk analisis kualitatif terhadap berbagai jenis sampel, termasuk obat herbal dan 

senyawa aktif. Hasil penelitian menunjukkan bahwa metode KLT-Densitometri 

memiliki presisi yang baik dan dapat menghasilkan hasil analisis yang valid dan 

dapat dipercaya (Savitri dan Megantara, 2016). 

Keunggulan metode KLT Densitometri tidak hanya terletak pada 

spesifisitas tinggi dan pengerjaan yang mudah, tetapi juga pada biaya operasional 

yang terjangkau, kemampuan untuk mengubah polaritas pelarut dengan cepat, serta 

penggunaan pelarut dalam jumlah sedikit. Selain itu, metode ini menawarkan 

fleksibilitas lebih besar dalam memilih fase gerak, berbagai teknik untuk 

optimalisasi pemisahan, dan memungkinkan pemantauan proses kromatografi 

secara mudah, serta deteksi komponen dalam sampel secara serentak (Wulandari et 

al., 2013). KLT Densitometri menjadi pilihan umum dalam penetapan kadar bahan 

aktif karena keekonomisannya, penggunaan fase gerak yang sedikit, waktu relatif 

singkat, dan kemampuan untuk melakukan penetapan kadar beberapa sampel secara 

bersamaan (Sugihartini et al., 2013). 

Dalam validasi metode, KLT-Densitometri juga terbukti memiliki 

ketelitian, linieritas, dan ketepatan yang  memenuhi persyaratan, serta nilai LOD 

(Limit of Detection) dan LOQ (Limit of Quantitation) yang baik (Sugihartini et al., 

2013). Evaluasi yang dilakukan dengan parameter tersebut bertujuan untuk 

mendapatkan data yang dapat diterima oleh alat yang digunakan untuk mendeteksi 

sehingga diperoleh hasil yang mendekati nilai sebenarnya dan akan memberikan 

data yang sama jika dilakukan pengulangan. Hasil yang diperoleh dapat 

dipertanggungjawabkan cukup valid jika semua faktor telah terpenuhi  (Sugihartini 

et al., 2013) 

Diharapkan bahwa metode KLT-Densitometri akan menjadi solusi sesuai 

dengan anjuran WHO untuk menyediakan metode yang baik, valid, mudah dalam 

persiapan, namun tetap menghasilkan data yang dapat dipertanggungjawabkan. 

KLT-Densitometri ini memiliki validitas yang baik berdasarkan hasil pengukuran 

akurasi yang nilainya yang memenuhi persyaratan dalam AOAC. Dengan 

demikian, metode ini dapat digunakan secara luas di negara maju maupun 

berkembang (Prabowo et al., 2013). Namun, metode KLT densitometri juga 

memiliki kekurangan, di antaranya adalah tidak adanya visualisasi langsung 

terhadap senyawa yang dianalisis. Hal ini dapat menyebabkan keterbatasan dalam 

identifikasi senyawa, terutama jika senyawa tersebut tidak memiliki pita serapan 

yang khas. Selain itu, metode ini juga memerlukan peralatan yang canggih dan 

mahal, serta memerlukan keahlian khusus dalam interpretasi hasil. Oleh karena itu, 

perlu adanya penelitian lebih lanjut untuk mengatasi kekurangan-kekurangan 

tersebut guna meningkatkan validitas dan kehandalan metode KLT-Densitometri 

dalam analisis farmasi (Savitri dan Megantara, 2016). 
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METODE PENELITIAN 

Metode yang digunakan pada penelitian ini adalah metode studi kepustakaan 

atau literatur review. Skrining literatur dilakukan dengan mempertimbangkan 

judul, abstrak, tahun terbit, akreditasi, dan reputasi.  Sumber data yang digunakan 

dalam penelitian ini adalah data  sekunder dari berbagai sumber  jurnal nasional dan 

internasional. Pencarian data dilakukan melalui database seperti Scopus, Science 

Direct, Google Scholar, dan Sinta, serta dengan kata kunci “Analisis obat dengan 

metode KLT-densitometri”. 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Densitometri adalah teknik yang digunakan untuk mengukur densitas suatu 

zat dari setiap titik pada plat KLT. Prinsip densitometri didasarkan pada teori 

Kubelka-Munk, yang memberikan deskripsi kuantitatif tentang penyerapan, 

pemantulan, dan hamburan cahaya pada media seperti plat KLT  (Ramadhani et al., 

2023). Sehingga dalam penggunaan metode KLT-densitomeri, konsentrasi sebuah 

senyawa dapat ditentukan. Penggunaan KLT-densitometri dalam analisis obat juga 

cukup luas karena keuntungan yang dimilikinya.  Pada tahun 2018, Utami et al. 

melakukan analisis kuantitatif metoprolol dalam matriks biologis urin dan plasma. 

Oleh karena itu, metoprolol diekstraksi terlebih dahulu melalui sentrifugasi, hasil 

ekstraksi organik kemudian dikombinasikan dengan ekstraksi kedua dari lapisan 

akuatik menggunakan kloroform, larutan diuapkan hingga kering, dan akhirnya, 

ditambahkan 500μl metanol dalam proses standar ekstraksi sampel biologis. 

Kondisi  kromatografi yang optimal didapatkan dengan menggunakan fase diam 

silika gel 60 F254 dan fase gerak kloroform, metanol, dan amonia pada komposisi 

volume: 4:6:0,2. Pita serapan (λ maks) untuk analisis kualitatif metoprolol dalam 

matriks biologis ini adalah 282 nm. LOQ pada percobaan ini adalah 15,34 𝜇g/spot 

untuk plasma  dan 14,90 𝜇g/spot untuk urin. Recovery metoprolol yang didapatkan 

dalam urin adalah 102,73% dan 99,52% pada plasma.  

Sebagian besar bentuk sampel obat yang dianalisis dengan metode KLT-

densitometri adalah tablet. Tablet merupakan salah satu bentuk sediaan obat yang 

paling banyak digunakan daripada bentuk sediaan lain karena penggunaannya yang 

praktis dan mudah (Zaman dan Sopyan, 2020). Pada tahun 2015, Dolowy et al. 

melakukan analisis mesterolone dalam bentuk sediaan tablet dengan menggunakan 

reagen asam  fosfomolibdat sebagai reagen visualisasinya. Penggunaan reagen 

visualisasi ini bertujuan untuk memberikan bintik yang terlihat (biru tua) dan 

puncak yang jelas atau tajam. Optimasi kondisi KLT-densitometri didapatkan 

dengan menggunakan fase gerak kloroform dan aseton dengan perbandingan 40:10. 

Optimasi penjenuhan gelas chamber dilakukan selama 20 menit dan aktivasi silika 

gel 60F254 sebagai fase diam dilakukan pada suhu 100∘C sebelum kromatografi. 

Pita serapan (λ maks) untuk analisis kualitatif mesterolone didapatkan nilai 745 nm 

setelah pewarnaan dengan asam fosfomolibdat. LOQ pada percobaan ini adalah 184 

ng/spot dengan recovery sebesar 99,40%. 

Pada penelitian Ibrahim et al. (2021), aplikasi metode KLT-densitometri 

juga dilakukan untuk tablet dengan senyawa campuran, yaitu paracetamol dan 

metionina. Komposisi fase gerak optimum yang digunakan untuk pemisahan secara 

kromatografi adalah butanol-dioksana-toluena-metanol dengan perbandingan 

komposisinya 8:2,5:3,5:0,3. Fase gerak sebelumnya dijenuhkan dalam gelas 
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chamber pada suhu kamar selama 60 menit. Silika gel 60 F254 sebagai fase diam 

disimpan pada suhu kamar selama 30 menit sampai kering, kemudian pita 

absorbansi yang terpindai dalam lampu UV yang diatur pada 220 nm dalam mode 

serapan dengan kecepatan pemindaian 20 mm/s untuk penentuan densitometri. 

LOQ yang didapatkan dalam percobaan ini adalah 1,8560 μg/spot untuk metionina 

dan 4,6206 μg/spot untuk paracetamol dengan recovery sebesar  100.76% untuk 

metionina dan 102,03% untuk paracetamol. 

Dolowy et al. (2014) melakukan analisis hidrokortison asetat dan lidokain 

dalam bentuk sediaan ampoule menggunakan metode KLT-densitometri tanpa 

penggunaan reagen visualisasi. Penelitian ini bertujuan untuk mengembangkan 

metode analisis yang efisien dan efektif untuk mengidentifikasi dan mengukur 

konsentrasi zat-zat aktif dalam obat-obatan. Dalam penelitian ini, optimasi fase 

diam yang digunakan yaitu silika gel 60F254, serta campuran kloroform-aseton-

amonia (8 : 2 : 0.1) sebagai fase gerak. Pita serapan yang terpindai adalah 200 nm 

dan 250 nm. Limit of quantification (LOQ) ditemukan sebagai 0,198 µg/spot untuk 

hidrokortison asetat dan 0,270 µg/spot untuk lidokain. Recovery yang didapatkan 

adalah 95% untuk hidrokortison asetat dan 98,4% untuk lidokain. 

Clobetasol propionate dapat ditemukan di pasaran dalam berbagai bentuk 

farmasi, seperti salep, krim, gel, lotion, semprotan, krim emolien, busa, larutan 

kulit, dan sampo, dengan konsentrasi sekitar 0,05% dari total berat formulasi. 

Menurut penelitian Dolowy et al. (2017), penentuan klobetasol propionat dalam 

formulasi larutan topikal dapat dilakukan menggunakan prosedur KLT-

densitometri.  Optimasi  KLT-densitometri melibatkan penggunaan pelat 

kromatografi yang dilapisi dengan silika gel konvensional 60 F254 sebagai fase 

diam dan campuran biner toluena-metanol (40:9.8) sebagai fase gerak. Proses 

pemisahan dilakukan pada tahap preaktivasi pada suhu 110◦C selama 20 menit pada 

plat KLT. Nilai LOQ dari percobaan ini adalah 0,186 μg/spot dengan recovery 

clobetasol propionate sebesar 98%. 

Clotrimazole dalam sediaan suppositoria dimanfaatkan sebagai obat anti-

jamur yang mempunyai spektrum luas. Menurut penelitian Nyamweru (2014), 

penentuan clotrimazole dalam suppositoria dapat dilakukan menggunakan prosedur 

KLT-densitometri. Lempeng yang digunakan pada penelitian ini adalah lempeng 

silika gel 60 F254 berukuran 10 cm x 10 cm, yang bersifat polar, sedangkan fase gerak 

yang digunakan bersifat non polar berupa toluena-aseton (15;10). kemudian pita 

absorbansi yang terpindai dalam lampu UV yang diatur pada 215 nm dalam mode 

serapan dengan kecepatan pemindaian 20 mm/s untuk penentuan densitometri. 

Recovery  yang didapatkan dalam percobaan ini adalah 103,80%. 

Pada penelitian Parys dan  Pajak (2020), aplikasi metode KLT-densitometri 

juga dilakukan untuk sediaan kapsul untuk penentuan asam valproat dalam obat. 

Asam valproat adalah salah satu obat antikonvulsan yang memiliki profil 

antiepilepsi luas, baik secara aksi maupun indikasi klinis. Analisis ini dilakukan 

pada aluminium silika gel 60F254. Dengan menggunakan fase gerak aseton-air-

kloroform-etanol-amonia (30:1:8:5:11). Menggunakan reagen visualisasi 2.7-

diklorofluorescein-aluminium klorida-besi (III) klorida dan CuSO4. Metode 

deteksi dengan larutan CuSO4 asam valproat tidak memerlukan derivatisasi 

sehingga mempersingkat waktu analisisnya. untuk mendeteksi asam valproat 

dengan  2,7 -diklorofluorescein-aluminium klorida-besi (III) klorida  Dilakukan 
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dengan mencelupkan kromatografi pelat menjadi larutan individual yang 

menghasilkan bintik-bintik kontras dengan latar belakang namun  bintik bintik 

tersebut kabur pada konsentrasi asam valproat yang tinggi menyebabkan tailing dari 

puncak densitogram. Oleh karena itu deteksi asam valproat menggunakan sistem 

2,7 -diklorofluorescein-aluminium klorida-besi (III) klorida dapat 

direkomendasikan untuk konsentrasi asam valproat yang lebih rendah dalam 

analisis kuantitatif. Konsentrasi standar asam valproat berada dalam rentang linier 

dari 1,0–2,0 µg/spot untuk asam valproat yang dideteksi menggunakan 2,7 -

diklorofluorescein-aluminium klorida-besi (III) klorida dan 20,00– 80,00 µg/spot 

dan 1,00–2,00 µg/spot untuk asam valproat yang dideteksi pada pelat kromatografi 

menggunakan larutan CuSO4×5H2O 2%. Koefisien variasi untuk presisi intraday 

dan interday berkisar antara 0,99%–2,22% dan 1,86%–2,08% untuk asam valproat 

yang dideteksi masing-masing menggunakan sistem 2,7-diklorofluorescein-

aluminium klorida-besi (III) klorida. Nilai koefisien variasi adalah <3% dalam 

semua kasus, sehingga dapat disimpulkan bahwa metode analisis ini tepat dalam 

penentuan kuantitatif asam valproat dalam kapsul.  Kandungan asam valproat 

dalam kapsul yang dianalsisi dengan KLT densitometri menggunakan 2,7 -

diklorofluorescein-aluminium klorida-besi (III) klorida didapat 97,0%. Dan 96,2 % 

pada penambahan reagen CuSO4 2% Menurut american pharmacopeia kandungan 

asam valproat dalam kapsul harus berada pada rentang 90,0%-110.0% . 

Pembahasan 

Kromatografi Lapis Tipis Densitometri adalah sebuah teknik kromatografi 

di mana suatu absorben disalutkan pada lempeng kaca sebagai fase diam, dan 

kromatogram terbentuk ketika fase gerak melewati adsorben tersebut (Rollando et 

al., 2019). Penelitian-penelitian sebelumnya yang telah dilakukan menunjukkan 

bahwa KLT-Densitometri memiliki validitas yang baik dalam analisis kualitatif dan 

kuantitatif terhadap berbagai obat dalam berbagai bentuk sediaan, seperti tablet, 

ampoule, suppositoria, larutan topikal, kapsul, bahkan matriks biologis (plasma dan 

urin). 

Penelitian-penelitian sebelumnya juga  menunjukkan bahwa penggunaan 

KLT-Densitometri dalam analisis obat memiliki akurasi, presisi, selektivitas, 

sensitivitas, dan resolusi yang memenuhi standar dalam menentukan konsentrasi 

obat seperti metoprolol dalam matriks biologis, mesterolone dalam bentuk tablet, 

campuran paracetamol dan metionina dalam tablet, asam valproat dalam kapsul, 

clotrimazole dalam suppositoria, campuran hidrokortison asetat dan lidokain dalam 

ampoule, dan clobetasol dalam larutan topikal. Analisis KLT-densitometrOptimasi 

dalam penggunaan fase diam dan fase gerak yang tepat serta reagen visualisasi atau 

deteksi tertentu mampu meningkatkan hasil yang akurat. Misalnya, penggunaan 

asam fosfomolibdat sebagai reagen visualisasi dalam analisis mesterolone 

memberikan hasil yang memuaskan dengan recovery sebesar 99,40%. 

Namun, dari hasil-hasil akurasi atau recovery dalam analisis obat pada 

berbagai sediaan tanpa adanya reagen visualisasi tetap menunujukkan hasil yang 

baik atau sesuai dengan persyaratan seperti Farmakope Indonesia. Dengan berbagai 

penelitian yang telah dilakukan dan keuntungan yang ditawarkan, KLT-

Densitometri tetap menjadi salah satu metode yang menjanjikan dalam penetapan 

kadar bahan aktif dalam obat-obatan. Pemilihan fase diam dan fase gerak yang 

tepat, penggunaan deteksi atau reagen visualisasi yang sesuai, serta pengoptimalan 
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kondisi kromatografi menjadi kunci dalam memastikan validitas dan ketepatan 

analisis menggunakan metode ini. 

Meskipun KLT-Densitometri dan Spektrofotometri memiliki mekanisme 

kerja yang sama, namun keduanya memiliki perbedaan. Pada Spektrofotometri, 

sampel ditempatkan pada kompartemen kuvet, sedangkan KLT-Densitometri 

menggunakan lempeng. Keduanya memiliki rangkaian alat yang sama, yaitu 

sumber cahaya yang akan menuju monokromator untuk mengubah cahaya 

polikromatik menjadi cahaya monokromatik. Selanjutnya, cahaya yang telah 

diubah dipancarkan ke dalam sampel kompartemen, yaitu lempeng, kemudian 

dipantulkan dan cahaya akan terdeteksi oleh detektor. Pembacaan yang didapatkan 

akan diperkuat dengan menggunakan amplifier, kemudian hasil yang didapat 

dibaca pada layar baca atau visual display.  

 

KESIMPULAN  

A. Kesimpulan 

Kromatografi Lapis Tipis Densitometri adalah sebuah teknik kromatografi di 

mana suatu absorben disalutkan pada lempeng kaca sebagai fase diam, dan 

kromatogram terbentuk ketika fase gerak melewati adsorben tersebut. Metode 

KLT-Densitometri memiliki presisi yang baik dan dapat menghasilkan hasil 

analisis yang valid dan dapat dipercaya. KLT-Densitometri dalam analisis obat 

memiliki akurasi, presisi, selektivitas, dan sensitivitas yang memenuhi standar 

dalam menentukan konsentrasi obat seperti metoprolol dalam matriks biologis, 

mesterolone dalam bentuk tablet, campuran paracetamol dan metionina dalam 

tablet, asam valproat dalam kapsul, clotrimazole dalam suppositoria, campuran 

hidrokortison asetat dan lidokain dalam ampoule, dan clobetasol dalam larutan 

topikal. Hasil akurasi atau recovery dalam analisis obat pada berbagai sediaan tanpa 

adanya reagen visualisasi tetap menunujukkan hasil yang baik atau sesuai dengan 

persyaratan seperti Farmakope Indonesia. 
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