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ABSTRAK

Rhodamin B adalah salah satu bahan perwarna berbahaya dan terlarang untuk digunakan dalam produk kosmetik. Penelitian
ini bertujuan untuk menganalisis Rhodamin B pada kosmetik lip tint menggunakan sistem Kromatografi Cair Kinerja Tinggi
(KCKT). Uji kuantitatif Rhodamin B dilakukan terhadap 8 sampel yang terdiri dari 4 sampel teregistrasi BPOM dan 4 sampel
tidak teregistrasi BPOM. Sampel uji diperoleh di Pasar Tradisional Cakung dengan pengambilan sampel secara acak. Kondisi
operasional sistem KCKT dalam uji kuantitatif Rhodamin B ini, menggunakan fase diam Reversed phase kolom C18 dan
fase gerak campuran asetonitril dan diamonium hidrogen fospat (80:20); volume injeksi sampel 20 pL dan laju alir eluen
0,71 mL/menit. Hasil penelitian menunjukkan bahwa tidak terdeteksi adanya kandungan Rhodamin B di dalam 8 sampel lip
tint yang diuji.

Kata Kunci: Kosmetik, Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT), Lip tint, Pewarna Sintetik, Rhodamin B

Analysis of Rhodamin B in Lip Tint Using High Performance Liquid Chromatography (HPLC)
Method

ABSTRACT

Rhodamine B is a dangerous colorant and is prohibited for use in various cosmetic products. The aim of this study was to
analyze Rhodamine B in lip tint cosmetics, using the High Performance Liquid Chromatography (HPLC) system. Quantitative
determination of Rhodamine B was carried out on 8 samples consisting of 4 BPOM registered samples and 4 non BPOM
registered samples. The samples were taken at the Cakung traditional market with a randomized sampling method. The
quantitative analysis of Rhodamine B by HPLC was carried out with a C18 stationary phase and a mabile phase of a mixture
of acetonitrile and diammonium hydrogen phosphate (80:20); the sample injection volume was 20 ul and the eluent flow rate
was 0.71 mL/minute. The results showed that Rhodamine B was not detected in the 8 lip tint samples tested.

Keywords: Cosmetic, High Performance Liquid Chromatography (HPLC), Lip tint, Rhodamin B, Synthetic Dye

Tidak semua zat warna dapat digunakan dalam kosmetika,
terdapat zat warna yang dilarang seperti bahan pewarna
untuk tekstil, karena berpengaruh buruk untuk kesehatan.
Zat warna tersebut salah satunya adalah Merah K10

PENDAHULUAN]

Kosmetik adalah bahan atau sediaan yang
dimaksudkan untuk digunakan pada bagian luar tubuh

manusia seperti epidermis, rambut, kuku, bibir, dan organ
genital bagian luar, atau gigi dan membran mukosa mulut
terutama untuk membersihkan, mewangikan, mengubah
penampilan, dan/atau memperbaiki bau badan atau
melindungi atau memelihara tubuh pada kondisi baik
(BPOM RI, 2019). Salah satu produk kosmetik yang
banyak digunakan wanita adalah lip tint. Sediaan ini
merupakan salah satu dari berbagai macam produk
pewarna bibir.

Lip tint mengandung bahan pewarna dalam
formulasinya. Bahan pewarna adalah bahan atau
campuran bahan yang digunakan untuk memberi dan atau
memperbaiki warna pada kosmetik (BPOM RI, 2008).

(Rhodamin B). Rhodamin B digunakan sebagai zat warna
untuk kertas, tekstil, wool, sutra, dan sebagai reagensia
untuk analisis antimon, kobalt, bismuth, dan lain-lain. Zat
warna ini dapat menyebabkan iritasi pada saluran
pernafasan, dan merupakan zat karsinogenik. Hasil
investigasi BPOM tahun 2014, terdapat 9.817 produk
kosmetik yang tidak memenuhi izin edar dan produk
dengan bahan yang berbahaya atau dilarang. Bahan
berbahaya yang ditemukan adalah merkuri, hidrokuinon
dan zat pewarna rhodamin B (Nanda & Ayudita, 2018;
Asmawati et al., 2019).

Penentuan Rhodamin B dalam sediaan kosmetik
dapat menggunakan berbagai macam metode analisis,
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salah satunya yaitu Kromatografi Cair Kinerja Tinggi
(KCKT). Kelebihan yang dimiliki oleh KCKT antara lain
yaitu: metode analisisnya cepat, peka, akurat, tepat, dan
pilihan fase gerak dan fase diamnya sangat luas, dapat
digunakan untuk analisis bahan organik dan anorganik,
dapat digunakan untuk sampel yang bersifat volatil
maupun non-volatil, serta sampel yang stabil maupun
tidak stabil secara thermal (Herdini & Cecilia, 2019).
Berdasarkan penelitian Hurip et al., (2018), terdapat 1
sampel lipstik yang positif mengandung Rhodamin B dari
11 sampel yang dianalisis. Begitu pula berdasarkan hasil
penelitian Dede et al., (2019) dari 3 sampel lipstik yang
dianalisis, terdapat 2 sampel yang positif mengandung
Rhodamin B. Penelitian tersebut mengambil sampel dari
beberapa pasar di wilayah Jakarta Timur antara lain, Pasar
Kramat Jati, Pasar Klender Lama, Pasar Jatinegara dan
Pasar Cakung. Pada berbagai macam pasar tradisional
tersebut, terdapat pula sediaan lip tint dengan harga yang
relatif murah, namun belum memiliki nomor ijin edar
BPOM. Berdasarkan hal tersebut, maka dilakukan
penelitian tentang analisis Rhodamin B pada lip tint yang
beredar di Pasar Tradisional Cakung dengan
menggunakan metode Kromatografi Cair Kinerja Tinggi
(KCKT).

(METODOLOGI PENELITIAN]

Bahan. Bahan-bahan yang digunakan adalah 8 sampel lip
tint; 2 lip tint yang teregistrasi BPOM bewarna merah
(kode RL1 dan RL2), 2 lip tint yang teregistrasi BPOM
bewarna merah muda (kode RL3 dan RL4), 2 lip tint yang
tidak teregistrasi BPOM bewarna merah (kode TRL1 dan

TRL2), dan 2 lip tint yang tidak teregistrasi BPOM
bewarna merah muda (kode TRL3 dan TRL4), N,N-
Dimetilformamida (DMF) (Merck), baku standar
rhodamin B (LGCC), Asetonitril (Merck), larutan dapar
diamonium hydrogen phospat (Merck) dan akuadestilata.

Alat. Peralatan yang digunakan dalam penelitian adalah
Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT) (Water
AllianceTM), tabung reaksi (Pyrex), rak tabung reaksi,
Erlenmeyer (Pyrex), batang pengaduk, vial (Hamag),
syringe filter 0,45 um (Sartorius), timbangan analitik
(Matrix) dan alat-alat gelas laboratorium.

Pengambilan Sampel. Pengambilan 8 sampel lip tint
dilakukan secara acak pada beberapa toko kosmetik yang
diperoleh di Pasar Tradisional Cakung.

Uji Organoleptis. Sediaan lip tint dideskripsikan masing-
masing meliputi bentuk, warna, bau dan rasanya.

Analisis Rhodamin B. Uji kesesuaian sistem dilakukan
terlebih dahulu dengan menyuntikan larutan baku standar
ke dalam sistem KCKT sebanyak 7 kali pengulangan,
kemudian dihitung % RSD, waktu retensi, dan luas area
dari baku standar Rhodamin B, kemudian dibuat kurva
antara konsentrasi analit (x) terhadap luas area (y).
Selanjutnya ditetapkan kurva linear y = bx+a dimana a
adalah intersept (potongan garis dengan sumbu y) dan b
adalah slope kemiringan garis regresi. Linear kurva
ditentukan dengan menghitung koefisien kolerasi (r).
Sistem KCKT yang digunakan dalam analisis dapat dilihat
pada Tabel 1.

Tabel 1. Sistem KCKT yang digunakan dalam analisis Rhodamin B pada sampe lip tint dari Pasar Tradisional Cakung

Parameter Keterangan
Kolom C18
Fase Gerak Asetonitril:(NH4)2HPO4 (80:20)
Laju Alir 0,71 mL/menit
Sistem Elusi Isokratik
Volume Injeksi 20 pl
Detektor PDA (Photo Diode Array) 300-800 nm ; Rhodamin B 548 nm

Prosedur penetapan Rhodamin B dalam sampel
adalah sebagai berikut: Rhodamin B ditimbang sebanyak
26,30 mg, dimasukan ke dalam labu ukur 25 mL,
dilarutkan dengan N,N-Dimetilformamida (DMF) dan
disonikasi hingga larut, kemudian diencerkan dengan
N,N-Dimetilformamida (DMF) sampai tanda batas dan
dihomogenkan. Selanjutnya larutan standar 1.000 ppm
dipipet sebanyak 0,10 mL dan dimasukan ke dalam labu
ukur 10 mL, diencerkan dengan N,N-Dimetilformamida
(DMF) sampai tanda batas, kemudian dihomogenkan.
Larutan tersebut masing-masing dipipet sebanyak 0,05
mL, 0,10 mL, 0,15 mL, 0,20 mL, 0,30 mL, 0,40 mL, 0,50
mL ke dalam labu ukur 10 mL ditambahkan dengan N,N-
Dimetilformamida (DMF) sampai tanda batas, dikocok
sampai homogen, disaring dengan milipore 0,45 pm,
kemudian diinjeksikan ke dalam sistem KCKT. Sampel
lip tint kemudian ditimbang + 2 g, dimasukkan ke dalam
labu ukur 25 mL, dilarutkan dengan  N,N-
Dimetilformamida (DMF), diultrasonik hingga larut, dan

dikocok hingga homogen. Larutan sampel disentrifuge
sampai + 2 menit dengan kecepatan 14.000 rpm, diambil
larutan bening dan disaring menggunakan milipore 0,45
pm, diinjeksikan ke dalam sistem KCKT. Sampel
diidentifikasi dengan membandingkan waktu retensi
Rhodamin B dengan waktu retensi sampel (BPOM, 2011).

(HASIL DAN PEMBAHASAN|

Hasil Uji Organoleptis

Pemeriksaan organoleptis dilakukan secara
visual untuk mengetahui karakteristik pada sampel yang
meliputi bentuk, warna, rasa dan bau. Organoleptis
dilakukan sebelum preparasi sampel, dengan tujuan agar
diketahui karakteristik awal sampel lip tint yang akan
digunakan. Hasil pemeriksaan organoleptis yang
diperoleh dapat dilihat pada Tabel 2.
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Tabel 2. Hasil uji organoleptis sampel lip tint dari Pasar Tradisional Cakung

— QOrganoleptis
No Kode Lip Tint Bentuk Warna Rasa Bau
1 RL1 Cair Merah Manis Ceri Khas Ceri
2 RL2 Cair Merah Muda Stroberi Khas Stroberi
3 RL3 Cair Merah Manis Ceri Khas Ceri
4 RL4 Cair Merah Muda Stroberi Khas Stroberi
5 TRL1 Cair Merah Tidak Berasa Tidak Berbau
6 TRL2 Cair Merah Muda Tidak Berasa Tidak Berbau
7 TRL3 Cair Merah Tidak Berasa Tidak Berbau
8 TRL4 Cair Merah Muda Tidak Berasa Tidak Berbau
Keterangan:

RL1 : Sampel 1 lip tint teregistrasi BPOM,
RL2 : Sampel 2 lip tint teregistrasi BPOM,
RL3 : Sampel 3 lip tint teregistrasi BPOM,
RL4 : Sampel 4 lip tint teregistrasi BPOM,
TRL1: Sampel 1 lip tint tidak teregistrasi BPOM,
TRL2: Sampel 2 lip tint tidak teregistrasi BPOM,
TRL3: Sampel 3 lip tint tidak teregistrasi BPOM,
TRL4: Sampel 4 lip tint tidak teregistrasi BPOM.

Berdasarkan data uji organoleptis pada Tabel 2,
semua sampel mempunyai bentuk sediaan yang sama
yaitu cair, tetapi memiliki warna, rasa, dan bau yang
berbeda. Uji organoleptis ini bertujuan untuk mengetahui
karakteristik dari sampel uji. Sampel RL1, RL3, TRL1,
TRL3 bewarna merah, dan RL2, RL4, TRL2,TRL4
bewarna merah muda. Rasa dari sampel RL1, dan RL3
manis ceri, sampel RL2 dan RL4 seperti rasa stoberi, dan
sampel TRL1, TRL2, TRL3, dan TRL4 tidak memiliki
rasa. Bau sampel RL1 dan RL3 memiliki bau khas ceri,
RL2 dan RL4 memiliki bau khas stoberi, dan
TRL1,TRL2,TRL3,TRL4 tidak berbau. Berdasarkan hasil
uji organoleptis, semua sampel lip tint memenuhi standar
dan sesuai dengan label pada kemasannya.

Hasil Uji Kesesuaian Sistem dan Kurva Kalibrasi
Kromatografi Cir Kinerja Tinggi (KCKT)
merupakan analisis kuantitatif yang dapat digunakan
untuk mendeteksi atau mengidentifikasi adanya senyawa
berbahaya yang terdapat dalam sediaan lip tint seperti zat
warna Rhodamin B. KCKT merupakan teknik pemisahan
yang paling sering digunakan dan cepat serta secara luas
pemakaiannya untuk analisis obat, makanan dan kosmetik
(Gandjar & Rohman, 2012). Penelitian ini menggunakan
8 sampel lip tint, dimana 4 sampel teregistrasi BPOM dan
4 sampel tidak teregistrasi BPOM. Pengukuran sampel uji

meningkatkan ketepatan percobaan dalam analisis.
Sebelum mengidentifikasi kandungan sampel lip tint perlu
dilakukan uji kesesuaian sistem untuk memverifikasi
bahwa sistem kromatografi yang diterapkan dapat
digunakan dalam analisis. Uji kesesuaian sistem
didasarkan pada presisi atau penentuan keseksamaan yang
diukur sebagai standar deviasi. Kesesuaian sistem KCKT
dilakukan untuk melihat daya elusi dan waktu retensi yang
diperoleh (Harmita, 2014).

Hasil ~ pengukuran  panjang  gelombang
maksimum Rhodamin B yaitu 548 nm, karena pada
panjang gelombang tersebut hasil pengukuran kuantitatif
Rhodamin B yang paling optimal. Panjang gelombang
maksimum suatu senyawa dapat ditentukan dengan
menggunakan  spektrofotometri  UV-Vis. Hal ini
dikarenakan pada spektrofotometri UV-Vis dapat
diperoleh serapan maksimum dengan daya serap yang
relatif konstan, sehingga diperoleh kurva kalibrasi yang
linier (Harmita, 2014). Penentuan panjang gelombang
maksimum ini digunakan untuk meningkatkan selektivitas
dan sensitivitas analisis yang digunakan Parameter hasil
uji kesesuaian sistem yang diperoleh dapat dilihat pada
Tabel 3, dan hasil pengukuran kromatogram serapan
Rhodamin B yang didapatkan dari scanning larutan seri
baku pada panjang gelombang 300-800 nm dapat dilihat
pada Gambar 1.

dilakukan secara duplo dengan tujuan untuk
Tabel 3. Parameter uji kesesuaian sistem
Waktu Retensi Luas Area Telling Factor RSD RT (2%) Theoretical Plate SD Area (<2%)
6,02 1633701,63 1,17 0,04 844471 1,42
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Gambar 1. Kromatogram baku standar Rhodamin B

Uji kesesuaian sistem adalah serangkaian uji
untuk menjamin  bahwa metode tersebut dapat
menghasilkan akurasi dan presisi yang dapat diterima.
Persyaratan kesesuaian sistem biasanya dilakukan setelah
pengembangan metode dan validasi metode. Berdasarkan
Dionex (2010) parameter yang dapat digunakan untuk
dapat menentukan kesesuaian sistem sebelum analisis
meliputi jumLah lempeng teoritis, faktor kapasitas, nilai
standar deviasi (RSD) tinggi puncak dan luas puncak dari
serangkaian injeksi. Nilai RSD kurang dari 2% seperti
hasil yang didapatkan pada Tabel 3 dinyatakan sudah
memenuhi persyaratan yang telah ditentukan.

Pada pengukuran larutan baku standar Rhodamin
B untuk pembuatan kurva kalibrasi, diperoleh hasil seperti
yang ada pada Tabel 4.

Tabel 4. Tabel kurva kalibrasi Rhodamin B

Vol. Standar Vol. Akhir Area
(mL) (mL)

0,05 10 159067,90
0,10 10 329475,65
0,15 10 479134,34
0,20 10 650660,49
0,30 10 983373,83
0,40 10 1302488,85
0,50 10 1633701,87
Slope 328071,87
Intercept -3965,5201

R? 0,9999

R 1,0000

Hasil Analisis Rhodamin B Pada Lip Tint

Pada pengujian Rhodamin B dalam 8 sampel
yang digunakan, diperoleh hasil sebagaimana pada Tabel
5.

Data luas area yang diperoleh pada Tabel 4 dapat
dibuat kurva baku yang dapat digunakan untuk mengukur
kadar Rhodamin B dengan membuat hubungan antara luas
area kromatogram dengan konsentrasi. Persamaan garis
kurva kalibrasi yang diperoleh adalah y = 328072x —
3965,5 dengan koefisien kolerasi 0,9999. Koefisien
kolerasi ini mendekati persyaratan nilai koefisien kolerasi
yang ideal yaitu 1, sehingga dapat disimpulkan bahwa
metode analisis Rhodamin B pada lip tint memenuhi
kriteria uji linieritas dan dapat diterima untuk suatu
metode analisis yang valid. Kurva kalibrasi dalam analisis
Rhodamin B dapat dilihat pada Gambar 2.

Kurva Kalibrasi Standar Rhodamine B
1800000,00
160000000 —3=328077x- 30853
1400000,00 —2-=0.9999
1200000.00
§ 1000000,00
< 80000000
600000,00
400000,00
200000.,00
0.00
0.0000 10000 20000 30000 40000 50000 6.,0000
C. Deret Standar (mgL)

Gambar 2. Kurva Kalibrasi Rhodamin B

Tabel 5. Hasil Uji Kuantitatif Senyawa Rhodamin B dari sampel lip tint dari Pasar Tradisional Cakung

Waktu
No S};r%?)il Retensi (TR) (":‘Leg) Kad:z:’n(gr?g/ ko) ; Keterangan
(menit)
1 RL1 6,02 0 T!dak Terdeteks! Negat!f Rhodam!n B
6,02 0 Tidak Terdeteksi Negatif Rhodamin B
2 RL2 6,02 0 Tidak Terdeteksi Negatif Rhodamin B
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6,02 0
3 RL3 g:gg 8
4 RL4 g:gg 8
T
6 TRL 2 g:g; 8
7 TRL3 g:gg 8
8 TRL4 g:gg 8

Tidak Terdeteksi
Tidak Terdeteksi
Tidak Terdeteksi
Tidak Terdeteksi
Tidak Terdeteksi
Tidak Terdeteksi
Tidak Terdeteksi
Tidak Terdeteksi
Tidak Terdeteksi
Tidak Terdeteksi
Tidak Terdeteksi
Tidak Terdeteksi
Tidak Terdeteksi

Negatif Rhodamin B
Negatif Rhodamin B
Negatif Rhodamin B
Negatif Rhodamin B
Negatif Rhodamin B
Negatif Rhodamin B
Negatif Rhodamin B
Negatif Rhodamin B
Negatif Rhodamin B
Negatif Rhodamin B
Negatif Rhodamin B
Negatif Rhodamin B
Negatif Rhodamin B

Delapan sampel wuji negatif mengandung
Rhodamin B, dengan waktu retensi 6,02 menit dan nilai
AUC = 0. Hasil tersebut sesuai berdasarkan peraturan
Kepala Badan Pengawas Obat dan Makanan (BPOM)
bahwa sediaan kosmetika dilarang menggunakan pewarna
Rhodamin B dalam formulasinya. Sampel lip tint yang
digunakan dalam penelitian ini terdiri dari lip tint yang
telah teregistrasi dan yang belum teregistrasi. Walaupun
terbukti tidak mengandung zat warna berbahaya seperti
Rhodamin B, namun penjualan sediaan kosmetika yang
belum memiliki ijin edar BPOM di wilayah Indonesia
tetap tidak dibenarkan. Penelitian lain mengenai analisis
Rhodamin B pada sediaan kosmetik menggunakan metode
analisis KCKT vyang diketahui positif mengandung
Rhodamin B yaitu pada sampel lip cream yang diperoleh
secara online dengan kadar sebesar 1,100 — 5,101 mg/L
(Fauziah, et al., 2021), serta analisis Rhodamin B pada 3
sampel perona mata yang teregistrasi dan tidak teregistrasi
BPOM juga dinyatakan positif mengandung Rhodamin B
(Herdini & Cecilia, 2019). Oleh Kkarena itu, tetap
diperlukan pengawasan BPOM vyang lebih ketat terhadap
sediaan kosmetika yang beredar di wilayah Indonesia,
agar senantiasa memenuhi standar kualitas yang tinggi,
baik dari segi efek yang ditimbulkan, keamanan, serta
legalitasnya.

(KESIMPULAN])

Delapan sampel uji lip tint yang terpilih
(berdasarkan kriteria warna dan ketentuan produk
kosmetik BPOM) yang diambil secara acak di beberapa
toko kosmetik Pasar Tradisional Cakung, tidak terdeteksi
mengandung Rhodamin B menggunakan metode analisis
KCKT. Namun disarankan juga perlu dilakukan analisis
terhadap zat pewarna berbahaya lain terhadap sampel
kosmetik yang tidak teregistrasi oleh BPOM.
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