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ABSTRAK
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Program studi  : Farmasi

Judul : Optimasi Metode Analisis Glibenklamid dalam Plasma In Vitro
Dengan glimepiride Sebagai Baku Dalam secara Kromatografi
Cair Kinerja Tinggi

Glibenklamid merupakan obat hipgoglikemik oral yang digunakan dalam
pengobatan diabetes tipe II. i, adalah salah satu obat yang masuk
dalam kategori obat wajib ) | BE), sehingga kadarnya di dalam
darah perlu dipaa ; af pmatografi Cair Kinerja
Tinggi (KCK 0 : dikembangkan dan
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang
atau (1-{4-[2-(5-kloro-2-metoksi-

benzamida)etil]benzenosulfonj ea) adalah golongan arilsulfonilurea

Glibenklamid atau glyburide

tersubstitusi pada,4pesi% - g, et al., 2001; Davis &
Granner., 1996

kedua angidial - igunakan untuk

ersubstitusi generasi

penggba i L8 i Katzung, MD.,
2007

<lami@ ah deng enurunkan

kad@gula darah. Glibenklamidfekerj@¥de merangsang sekresi It dari sel-

gerhan arena ituglibenklamigihanya: bermantas dadpenderita

dia ang casnyad AMpuEmempro i Anonim,

1995) "
POSIS”yang disaran fituk glibenkleAid adalah 2,5 mg g. Obat ini
memilluj si aksi yand=pania OgctCtnt). dan cukupm dosis 5-15
!!Ib

en Mﬁd:of Al efe }'i‘;«’ ikﬁg cukup kuat

| sebagian secara

mg/hari.

(Anonim, 3 ampengotnaan per oral althenkliamiic 0

cepat dan tersebar KE"SE ﬂ el;, dag.sebadidrl besar terikat pada protein
plasma sekitar 99%

Berdasarkan Food and Drug stration (FDA), glibenklamid merupakan
obat yang wajib untuk uji bioekivalensi (FDA, 2007). Di Indonesia glibenkiamid juga
termasuk obat yang wajib untuk uji bioekivalensi karena termasuk dalam critical use.
Untuk uji bioekivalensi diperlukan suatu metode analisis yang sensitif dan akurat.
Sehingga dapat diperoleh tingkat sensitivitas dan selektivitas yang tinggi, nilai

akurasi dan presisi yang tinggi, serta sedikit kemungkinan adanya gangguan. Metode
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analisis yang selektif dan sensitif untuk penilaian secara kuantitatif suatu obat dan
metabolitnya penting agar berhasil menuntun uji preklinik dan/atau biofarmasetik dan
uji farmakologi klinik. Pengukuran analit atau metabolit dalam matriks biologis harus
divalidasi. Validasi metode bioanalisis mencakup semua prosedur yang menunjukkan
bahwa metode khusus yang digunakan untuk pengukuran kuantitatif analit yang
berasal dalam matriks biologis, seperti darah, plasma, serum, atau urin, dapat

dipercaya dan dapat dilakukan eproducible) untuk penggunaan yang

diinginkan (Guidance, 200

Saat ini, 3
(KCKT) tal#
deteksi c : C-ESI-MS-MS atau
LC-AR \[C : 3 D kpdan sensitif,
(LC-MS)
kan alat

afi cair kinerja tinggi

digabungkan dengan

akiu analis
ffan biayag@ang relat

etode atografi nerje. tinga al_ini paling banyak

dila K analis ini, dilak gembangan

me is glibenklang dﬁl ﬂ ga ja secara in an metode

KCKWgunakan int8 epirid. Metow digunakan
adalah dUJ\ tek Kstra abil Aoy tu pengendapan
2o , 151

protein, seliRgqd ana

dan sensitif, karena

kehilangan oba
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1.2 Tujuan Penelitian

1.

Memperoleh kondisi optimum untuk analisis glibenklamid dan glimepirid
sebagai baku dalam dalam plasma in vitro secara kromatografi cair kinerja
tinggi.

Menentukan baku dalam yang sesuai untuk analisis glibenklamid dalam plasma

in vitro secara kromatografi cair kinerja tinggi.

(N2
> <
< s

L ZaS>>

Universitas Indonesia
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BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Glibenklamid

2.1.1 Monografi (United States Pharmacopoeia 26" edition, 2007; Pharmacope
Indonesian, 4™ edition, 1995; Martindale 35" edition, 2007; Glibenklamid, n.d.)

Struktur Kimia

amida)etil]bWulfonil}
Sinonim

Pemerian : Serbukﬁr, %l’r putih, tidak berbau atau

hampir tidak berbau.

Kelarutan : Praktis tidak larut dalam air dan eter, larut dalam etanol 96%
(2:330), dalam kloroform (1:36), dan dalam methanol (1:250).

Titik Leleh 1172 -174°C

Nama Paten : Daonil® dan Semi-Daonil® (Sanofi Aventis), Glidanil®

(Mersifarma TM), Glimel® (Merck), Gluconic® (Nicholas),

Universitas | ndonesia
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Glulo® (Eisai), Glyamid® (Alpharma), Latibet® (Ifars),
Libronil® (Hexpharm), Prodiabet® (Bernofarm), Prodiamel®
(Corsa), Renabetic® (Fahrenheit), Tiabet® (Tunggal Idaman
Abdi), Troder® (Tropica Mas Pharma).

2.1.2 Aktivitas Farmakologi (Anonim, 1995)
Glibenklamid adalah hipoglike

menurunkan kadar quls

gral derivat sulfonilurea yang bekerja aktif

g _dengan merangsang sekresi

mid hanya bermanfaat

insulin dari sels if

pada pendegfit u memproduksi
insulin.

2.1. Rakol crald, (o),

etl U

at 15-60
etelah 2-

onset) glibeaklamigiSkadaglisulin ser

me emberiaameosis tunggal®Kadar puncaksglalam dar?

4 jam. Setelah adar mu NUFLNST 248 fam  seteld nberian kadar dalam

pla ggal sé 0. 3 , 24 jan:
AbS I st, 1991)
lamid diabsa aik. Setelah IW‘bsi, obat ini

tersebar dlur n giahar terikat pada
7. AN

protein plasmatere
. tambah panjang apabila
olit tidak ada yang diakumulasi.

Hanya 25-50 % metabolit diekskresi melalui ginjal, sebagian besar diekskresi melalui

Eliminasi (Ana

Waktu paru

e

terdapat kerusakan hati a

empedu dan dikeluarkan bersama tinja. Glibenklamid efektif dengan pemberian dosis
tunggal. Bila pemberian dihentikan, obat akan bersih keluar dari serum setelah 36
jam. Glibenklamid tidak diakumulasi di dalam tubuh, walaupun dalam pemberian

berulang.
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Metabolisme (Gerald, Mc Evoy, 1995)

Metabolisme glibenklamid sebagian besar berlangsung dengan jalan
hidroksilasi gugus sikloheksil pada glibenklamid, menghasilkan satu metabolit
dengan aktivitas sedang dan beberapa metabolit inaktif. Metabolit utama (M1)
merupakan hasil hidroksilasi pada posisi 4-trans, metabolit kedua (M2) merupakan
hasil hidroksilasi 3-cis, sedangkan metabolit lainnya belum teridentifikasi.

2.2 Glimepirid
2.2.1 Monografj 2007,

Phar g ‘ 351" edition, 2007;
Gl umepi

Rumus Mo

Nama Kimia line-1-carboxamido)
(t -methylcyclohexyl)urea

Bobot Molekul : 490,62

Nomor CAS : 93479-97-1.
Pemerian : serbuk kristal putih atau putih kekuningan, tak berbau
Kelarutan . praktis tidak larut dalam air dan methanol, sedikit larut dalam

etanol dan metilen klorida
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2.2.2 Aktivitas Farmakodinamik (Anonim, 1995)

Mekanisme kerja utama glimepirid adalah merangsang sekresi insulin dari sel-
sel beta-Langerhans kelanjar pancreas yang masih berfungsi. Oleh sebab itu masih
adanya sel-sel-Langerhans yang masih berfungsi merupakan persyaratan terapi
dengan glimepirid. Glimepirid juga meningkatkan sensitivitas sel-sel beta-
Langerhans terhadap stimulus glukosa fisiologis, menyebabkan sekresi insulin

seirama dengan waktu makan.

2.2.3 Sifat Farm
Absorpsi (Ao
erikan per oral.
yerian per oral.
hubungan
BOSTS dan 1 nya tidat absorpsi

Setelaf prpsi, obatigini Tk @ selurun Calram, ekstra Volume
di

an pembé@ ra ] al lebi 3 liter (113
ml/ pir seluruh gl pﬂ'i H 0gs i terikat pad“lasma >
99%)"W|r|d tidak diz v‘

Ellmlnas ald, B *:Av
DAY amesetelah pemberian

per oral, seda
pemberian per oral}
35% melalui feses.
2.3 Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT)

2.3.1 Teori Dasar

Kromatografi adalah istilah umum untuk berbagai cara pemisahan berdasarkan

— 6 jam. Setelah

iUreakan melalui urin dan

partisi cuplikan antara dua fase, yakni fase gerak, dapat berupa gas atau zat cair, dan

fase diam, dapat berupa zat cair atau zat padat (Johnson & Stevenson, 1991).
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Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT) merupakan suatu teknik pemisahan
sampel dalam fase diam berupa zat padat dan fase gerak berupa zat cair dimana
pompa KCKT dilengkapi dengan suatu tekanan tinggi untuk menghantarkan eluen
pada kecepatan optimal (Poole & Poole, 1991).

HPLC (High Performance Liquid Chromatography) atau KCKT
(Kromatografi Cair Kinerja Tinggi) merupakan teknik analisis yang paling cepat
ita 2006). Keuntungan dari KCKT yaitu

waktu analisis cepat (wakt ) ! a kurang dari satu jam, seringkali

berkembang dalam kimia analiti

hanya 15 meni ) G ik g (kepekaannya sangat
tergantunggéd d 3 a ham, kolom dan eluen
sangat bervaria ) ; i molekul besar
dan jKeci - ] ali of rti kebanyakan
dete jalat Kromatografi gas, dete idak meruSaK Kosg zat yang
di

me tor), dapaisenghiflingfSampe! dengammkadar yang ndah (hal

at yang telah di dap@*dikumpulka dah setelah

in@Sangat berg 0 kepada deieKioiWang' digiinakan, na detektor KICKT dapat

me ampai ( ; ia ita, 208
2.3.2 matografl Cair Ki v‘
AIMKT ] omMjektor, kolom,
1.  Pompa
Pompa berf'f '& Ii‘\ ke dalam kolom pada

detektor, dameinicd
laju alir yang terkontr 0

2. Injektor

Injektor berfungsi untuk memasukkan cuplikan ke dalam kolom.
3. Kolom

Kolom berfungsi untuk memisahkan masing-masing komponen yang terdapat
dalam sampel yang tersedia. Kolom yang ada telah tersedia dalam berbagai macam
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ukuran. Kolom merupakan bagian penting dalam KCKT, karena ikut menentukan
keberhasilan analisis (Harmita,2006).
Beberapa hal yang perlu diperhatikan dalam memilih kolom antara lain
(Harmita,2006) :
a)  Panjang kolom

Panjang kolom biasanya berkisar antara 5-100 cm. Bertambahnya panjang
kolom akan mengakibatkan wakty
baik.

.bertambah, dan pemisahan yang semakin

b)  Diameter
Dapaigdi 3 (@igmeter dalam 2-6
mm) da

derungssedikit TE010 p terhadap
si sangat
pengaruhi

langsung

ak
lektif terhadsg

uen. Partikel yang

Pviskositas rendah dapat

Kemampuan kolom untuk memisahkan senyawa yang dianalisis merupakan

berdiameter Iebih".r

menurunkan tekanan kolom:.

ukuran kinerja kolom. Dasar yang banyak digunakan untuk pengukuran Kinerja
kolom adalah resolusi (R) dan efisiensi kolom. Resolusi didefinisikan sebagai jarak
antara dua puncak dibagi rata-rata lebar (W) dua puncak yang diukur pada alas

puncak. Bila nilai resolusi lebih besar dari 1,5 maka pemisahan yang dihasilkan baik

Universitas | ndonesia

Optimasi metode..., Made Mira Miasari, FMIPA Ul, 2010



10

atau lebih dari 99,7%. Sedangkan bila nilai resolusi kurang dari 1,5 maka pemisahan
yang dihasilkan tidak baik (Harmita,2006).

Efisiensi menunjukkan kemampuan kolom untuk menghasilkan puncak sempit
dan perbaikan pemisahan. Efisiensi kolom dapat dihitung sebagai jumlah pelat
teoritis atau Height Equivalent to Theoritical Plate (HETP). HETP adalah panjang
kolom yang diperlukan untuk tercapainya keseimbangan komponen sampel antara

eluen dengan kolom (Harmita,2006

Pemisahan berbagai . kolom tergantung kepada daya
pisah kolom te angat dipengaruhi oleh
faktor kapasita { } digefinisikan sebagai
waktu tay A dibaneingkan dengan
zat g : I zatyyang tidak

menahan

pada suatu ita,2006Y"

Detekto ngsi ‘ cte atau me gntifikasi mponen-

pel di phnson &

91)

Bkur ju

5.

2.3.3 Fase Ge

Fase gerak H‘

pemisahan. Variasi fase ge

anh yang mempengaruhi

eragam dalam hal kepolaran dan
selektivitasnya terhadap komponen dalam sampel (Harmita,2006).

Secara umum fase gerak yang baik harus mempunyai sifat sebagai barikut
(Johnson & Stevenson, 1991) :
1. Murni
2. Tidak bereaksi dengan kolom

3. Sesuai dengan detektor
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Dapat melarutkan cuplikan
Selektif terhadap komponen

Viskositasnya rendah

N o o bk

Memungkinkan dengan mudah untuk memperoleh cuplikan kembali jika
diperlukan

®

Harganya wajar

Dapat memisahkan zat dengan.ba
2.3.4 Analisis [

ambe 3 dianalisis adalah

dengan pat digunakan,

akll' dengan ™ e on asi dis diukur luas

Buat kumvamkalibrasiia 8 |les pu erhadap asi. Kadar

ak sampe urva kalibrasi baku

panding S ‘ e de ini ade
iSerta ketelitian A M enimbangan(
aan baku da

SeJUJn ba ‘, i . an | m andhémudlan larutan

campuran k asi-tertentu disuntikkan

e| diperqlg gan cara -q“:r 35 )

likan baku
006).

at kurva baku antara

; tj.‘ standar. Kadar sampel
n

cak komponnen sampel dengan

dan hitung pe

perbandingan Iuavt 0

diperoleh dengan memplo g3
baku dalam pada kurva standar. Keuntungan menggunakan cara ini adalah kesalahan
volume injeksi dieliminir. Kesulitan cara ini adalah diperlukan baku dalam yang tepat
(Harmita,2006).

Ada beberapa persyaratan yang harus dipenuhi oleh senyawa baku dalam, yaitu
(Johnson & Stevenson, 1991) :

a. harus terpisah sama sekali dari puncak cuplikan
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b. harus terelusi dekat dengan puncak yang diukur

c. konsentrasi dan tanggapan detektornya harus sama dengan konsentrasi dan
tanggapan detektor puncak yang diukur.

d. tidak boleh bereaksi dengan komponen cuplikan

e. tidak terdapat dalam cuplikan asal

f. harus sangat murni dan mudah diperoleh

2.4 Analisis Obat dalam B
Plasma da g a yrah, karena lebih dari
separuh jugmafa h'merupakan bagian
cair dari h
proteif, h o8
asenirasi obatd leh karena

ItUBEI DEFSTapan samg analisis 0D8 asma. Dalam

pla

rikat padaspermuks ilfsehinggasebat haru an terlebih

|. Beberap@eara yang biSasdilaktka mencapad an di ata ntaranya

tapan protein ¥ K = d

ngendapan p asam atau Wrganik yang

dapat berdur o- "] : % 3 .*--,‘ plahPelarut organik
seperti metago l : : 1

apip 2lah digunakan secara

hmerak KCKT.

an bantuan vorteks), sampel

Nemidiki efisiensi yang

relatif rendah € sahks
luas dalam bioanaqv
Setelah  dicampur a
disentrifugasi untuk menghasilkan supernatan yang jernih, berisi komponen yang
diinginkan. Larutan yang telah bebas protein mungkin perlu diekstraksi lebih lanjut
dengan teknik ekstraksi cair-cair dengan pelarut organik yang tidak bercampur, atau
dapat langsung disuntikkan pada sistem analisis yang akan digunakan, bila diyakini

obat sepenuhnya larut dalam supernatan (Evans, 2004).
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2. Ekstraksi Cair-cair
Ekstraksi cair-cair adalah proses pemindahan suatu komponen dari satu fase
cair ke fase cair lainnya yang tidak saling bercampur sesamanya. Prosesnya disebut
partisi atau distribusi. Jika suatu zat yang terlarut terdistribusi antara dua cairan atau
pelarut yang tidak saling bercampur, maka dalam sistem akan terjadi keseimbangan.
Umumnya, salah satu fasenya berupa air atau larutan air. Cara paling umum

yang sering digunakan untuk pemis@fam. parsial adalah metode ekstraksi dengan

pelarut organik. Agar gba A pelarut organik, maka obat itu

harus dalam beg

3 e alr harus dioptimasi
agar dipergieh t NS 3 asi dapat dilakukan
dengan niéngh

in bebas air.

untt SMPETCEPat_penrguapan, @ - > ol, dan air
dapa an“dari fase™g@rganik 2 m sulfat

an " saat pepy@arinoan. Bengll@pag@itapat dikakukan de aporator

amberlains198

ang dapat r‘ beberapa

ada ekstraksWadat, analit
e dilahan dengan elusi

akan kolem berukuran kecil

vaki atau djug pada termpera

ase Pat

1t C
3.
bsi fase pada ila ua W

masalw ditemui pa

ditahan ase paddt.sas

L4

analit oleh pelart

an vano diou saat analisis. Metode

* )M yaitu adsorpsi obat dari

dengan adsorb

=0ClN0
ekstraksi fase padmia
a f

W a 04).

Pemilihan cara isolasi obat dalam plasma harus dilakukan karena akan

larutan ke dalam adsorben

memberikan nilai perolehan kembali (recovery) yang maksimum dari obat yang
dianalisis. Selain itu, untuk memperbaiki ketelitian, maka penggunaan baku dalam

dapat ditambahkan pada sampel.
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2.5 Validasi Parsial Metode Analisis

Parameter yang paling pokok untuk validasi metode bioanalitik meliputi
akurasi, presisi, selektivitas, sensitivitas, reprodusibilitas, dan stabilitas.
Pengembangan metode dan pengukuhan suatu metode bioanalitik mencakup
penentuan selektivitas, akurasi, presisi, perolehan kembali, kurva kalibrasi, dan
stabilitas analit dalam sampel.
1. Akurasi

Akurasi suatu metode _. r mbarkan kedekatan hasil pengujian
dengan kadar se Y ; ' ig mengandung jumlah
analit yangg#li ) eg thk tiap kadar yaitu

pada ko ra A ; : Uk Japat dilakukan intra
da 3 is). daminteryassa A selama 5 hari).

ASSd

ilai %diff tidaksman Ng +15%,

adafkadapl-OQ makKa'tie anyimpang

daer nilaisebenarnya f penilaian

‘merupakan Uy A |§I ang menggadedekatan

anataWpengupan ya gujian Iainnw pengukuran
presisi d an y‘-’ eptik aya entrasi rendah,
sedang, dapstingoM=RBefle ANRYA m (dalam satu Kali

analisis) dan i nentuan presisi pada
tiap konsentrasi

i i at jika.skoe UV) tidak menyimpang
+15%, kecuali jika pengu W adar LLOQ maka tidak boleh

menyimpang +20%. Pengukuran presisi dapat disubdivisikan menjadi pengukuran
presisi atau keterulangan dan intrabatch, yang mengukur presisi terhadap waktu, dan
dapat melibatkan analis, peralatan, reagen, dan laboratorium yang berbeda.
3. Uji perolehan kembali (% recovery)

Perolehan kembali suatu analit adalah perbandingan antara respon detektor

yang diperoleh dari sejumlah analit yang ditambahkan dan diekstraksi dari matriks
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biologis dengan respon detektor yang diperoleh untuk kadar sebenarnya dari standar
murni. Perolehan kembali analit tidak harus 100%, tetapi tingkat perolehan kembali
analit dan baku dalam harus konsisten, presisi, dan dapat dihasilkan kembali
(reproducible). Uji perolehan kembali harus dilakukan dengan membandingkan hasil
analisis sampel pada tiga rentang kadar (rendah, sedang, dan tinggi) dengan standar
murni yang tidak diekstraksi yang mewakili perolehan kembali 100%.

4. Kurva kalibrasi

Kurva Kkalibrasi " 1 ptarg respon instrumen dengan
konsentrasi anali | dari 1 sampel blanko
(matiks tagga 13 : ‘ : ake dalam) dan 6-8
sampel
LLOG). are Irva ke : r agaiLLOQ jika

koné Rt Valtu - respon andijthpac 0OQ sedikitnya 1ma kalifiespon blanko

pnsentrasi pada

dank/®e puncak analit) dapat! diidentifikasi, terpise AN
den 5T 20% dammakurasi 88812(

5. inearitas rentang

terulang

suatu i untuk i adanya

, e | ar
hubg linear anta .. H ap, respon detektor. B diperoleh

dari W korelasi ( linier yang w dari kurva
kalibrasi.‘dgan difakiik iaUiBatas- onsentrasi dari
bl L A\ 3

analit yanggmemperikanire: g : S hakus dilakukan pada

konsentrasi ya patas-Da pierda ang telah dilakukan.
an tertinggi analit yang

Rentang metode Ua '& r
dianalisis memberikan kece W an linearitas yang dapat diterima.

6.  Batas kuantisasi (LOQ)

Batas deteksi adalah jumlah terkecil analit dalam sampel yang dapat dideteksi
yang masih memberikan respon signifikan dibandingkan dengan blanko. Batas
deteksi merupakan parameter uji batas. Batas kuantitasi diartikan sebagai kuantitas
terkecil sampel yang masih dapat memenuhi criteria cermat dan seksama. Batas

deteksi dan kuantitasi dapat dihitung secara statistik melalui persamaan garis regresi
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linear dari kurva kalibrasi. Nilai pengukuran akan sama dengan nilai b pada
persamaan garis linear y = a + bx, sedangkan simpangan baku blanko sama dengan
simpangan baku residual (Sy/x). Cara lain yang dapat digunakan untuk menentukan
LOD dan LOQ vyaitu melalu penentuan ratio S/N (signal to noise) dengan harga S/N
sama dengan tiga cukup untuk menentukan batas deteksi dan untuk batas kuantitasi
diharapkan harga S/N sama dengan 10.

2.6 Metode Analisis Glihg

Terdapat Q Da analisis glibenklamida
dalam plasgaé
1. Metg or | fluoresensi  untuk
buah studi
001).

analisis feagounal detekig orese panjang

jelombang itasi 2 ang  geld Ny  emisi@854 nm.

Kan kola X 4.6 ukuran
v um dan bek ‘) ﬂ ase gerak yang an adalah
larutan buffg Setonitril : lar monia encer

dlsedn deng 'm ahrhﬂl/menit. Baku
dalam yaag _u, askdinear pada rentang
konsentras arl 6,52-12,35%, dan

dengan batas 'r

2. Pengembangan metode analisis untuk gliklazid dalam plasma manusia dengan

kromatografi cair kinerja tinggi (Obaid, Ahmed, Ali, Obaid, Noor & Syed
Waseemuddin, 2002).

Kondisi:

Metode analisis menggunakan kromatografi cair kinerja tinggi LC-5A, system
6A Shimadzu Jepang dengan detector ultraviolet. Menggunakan kolom C18 (300
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mm x 3,9 mm) dengan diameter dalam dilindungi oleh oktadecylsilan, dan
bekerja pada suhu lingkungan. Fase gerak yang digunakan adalah campuran
kalium dihidrogen fosfat (dijaga pada pH 2,5) : asetonitril (30 : 70). Kecepatan
alir 1,0 ml/menit dengan panjang gelombang 229 nm.Baku dalam yang
digunakan adalah glikazid. Kurva kalibrasi linear pada rentang konsentrasi
0,625-10 ng/ml (r= 0,9996).

3. Metode kromatografi & perkiraan glibenklamid dalam

serum man 3 P ; ; 007).
Kondigi
Met@desa Tofs ! (i ; ggi pompa shimadzu

absorbansi

padz" Jepangl=iMengg 3 8 (250 6 mm i.d.,

e gerak VY@ i glah camptire 25 mM
Bfat (dijagampada p gen perbaféingan 60 ecepatan
ir 1,0 m

1 ear pade

4, Wromatograﬁ

pada™ se
Qiu-chem l—
Kondisl:

Metode analida
eC

yaitu pompa P230 da

nit. Bak 5 ; gunakan @ b glimep . Kurva

judi farmako libenklamid

-u pada ph Xiaoke) (Lin,
e

a) terdiri dari 2 bagian
. gunakan kolom Sinochrom BP

DDS-C18 (200 mm x 4,6 mm, 5 um). Fase gerak yang digunakan adalah

campuran asetonitril : asam asetat 0,1% (44 : 56, v/v). Kecepatan alir 1,0
ml/menit dengan panjang gelombang 230 nm. Baku dalam yang digunakan
adalah glipizide. Kurva kalibrasi linear pada rentang konsentrasi 10,2 ng/ml —
306,0 ng/ml.
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BAB 3
METODE PENELITIAN

3.1 Lokas
Laboratorium Bioavailahilitas dan Bioekivalens, Departemen Farmasi, Fakultas

Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alé piversitas Indonesia.

32 Ala
Alat
Waters 2 5 ) akan perangkat
aters 2996
AN OLae blom 250 X

4 |4k . ' Aix ||-Barnste ¥ (JANKE &
% mikrasSocorex At [trasonic
(Elmsig. S40H E analitik
(A fance AN [ nstrume )), dat-alat

i model Alliance

soNic), tabling e tip, yelloWltip, timbap

gela
3.3 BaNJ

Glibeg 2seiopi cpnl (Merck), metanol
pro HPLC ( abidest { <aphai mas Pharmaceutical
Laboratories), kaIU i{ 'ﬂ& ﬁmarah (PM1).
34 CaaKerja

3.4.1 Pembuatan Larutan
3.4.1.1 Pembuatan Larutan Induk Glibenklamid dan Larutan Uji

Ditimbang secara seksama lebih kurang 10,04 mg glibenklamid, kemudian
dimasukkan ke dalam labu takar 50,0 ml dan dilarutkan dalam metanol sampai tanda

batas labu ukur. Diperoleh konsentrasi larutan glibenklamid lebih kurang 0,208
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mg/mL (208, ng/mL = 208, ppm). Lakukan pengenceran untuk mendapatkan larutan
dengan konsentrasi tertentu.

3.4.1.2 Pembuatan Larutan Induk Glimepirid dan Larutan Uji

Ditimbang secara seksama lebih kurang 10,04 mg glimepirid, kemudian
dimasukkan ke dalam labu takar 50,0 ml dan dilarutkan dalam metanol sampal tanda
batas labu ukur. Diperoleh konse an glimepirid lebih kurang 0,208 mg/mL
(208 pg/mL = 208 ppm). I Y ptuk. mendapatkan larutan dengan

konsentras terte

3.4.13P 35
hidkogen fosfat

hkan asam

Pencarian disi andis'sieptim t etode andlisis,gli benk| amic

an Bak u amid seCe
an 500,0 pL#plasm % . fabuing sentrifuge“ugandung
gliberw dengan ko an ditambaWku dalam (
glipizid # ’f A710 . te ."-...,{,o pl/ml lalu
ditambahk aaedeos ’K‘ 1‘” dikgeak dengan vorteks
selama 1 me ararSeN WiflgaS pade 0000 rpm selama 5

menit. Masing-mU " iUlat KCKT dengan fase
‘\ i droge L

gerak asetonitril dan dapar 25 mM pH 3,5 dengan kecepatan

alir 1,0 ml/menit.

3.4.2.2 Pemilihan Komposisi Fase Gerak untuk Analisis Glibenklamid secara KCKT.
Larutan induk glibenklamid dilarutkan dan diencerkan dengan metanol dan
glimepirid dilarutkandan diencerkan dengan metanol hingga diperoleh konsentrasi 1ebih

kurang 10,0 ppm, kemudian masing-masing larutan standar dan campuran larutan
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standar disuntikkan sebanyak 20,0 pL ke aat KCKT dengan komposis fase gerak

sebagai berikut :

1)  asetonitril dan dapar kalium dihidrogen fosfat 25 mM pH 3,5 (60 : 40)

2)  asetonitril dan dapar kalium dihidrogen fosfat 25 mM pH 3,5 (55 : 45)

3)  asetonitril dan dapar kalium dihidrogen fosfat 25 mM pH 3,5 (50 : 50)
Kecepatan aliran yang digunakan 1,0 mL/menit dan dideteks pada panjang

gelombang 229 nm Diperoleh wa asi, lalu dihitung faktor ikutan, jumlah plat

teoritisdan HETP.

3.4.2.3 Pergiff oks glibenklamid

rtentu sebanyak

glimepirid

dengan konsentras
gerak dan kecepatan air t
ikutan (Ts), jumlah lempeng teoritis (N), HETP, dan presisi pada limakali penyuntikan.

3.4.3 Vdidas Parsia Metode Analisis Glibenklamid dalam Plasmaln Vitro
3.4.3.1 Penyiapan Sampel Glibenklamid dalam Plasma

Plasma yang mengandung Glibenklamid dengan konsentrasi tertentu sebanyak
500,0 uL dimasukkan ke dalam tabung sentrifuge lalu ditambahkan 25,0 ul baku
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dalam (50,0 pg/mL) dan 1,0 ml metanol, lalu dikocok dengan vorteks selama 1 menit
dan disentrifugasi selama 5 menit dengan kecepatan 10000 rpm. Ambil bagian cair,
sebanyak 50,0 ul larutan disuntikkan ke alat KCKT dengan fase gerak dan kecepatan
air terpilih.

3.4.3.2 Pembuatan Kurva Kalibras

Dibuat 1 sampel blanko (plasii@8taéapa baku dalam), 1 sampel zero (plasma

dengan baku dalam), d ilalamn plasma dengan konsentrasi
lebih kurang 50
25,0 puL bhaku Stiaks seperti cara
penyiapa kedat KCKT

puat kurva

dengan penambahan

. dimana x

glibenklamid

3.4

ata pengukuré -. % 2 a kalibras, diandiss
dengaw luas puncs Iibenklamidw plasma dan

di peroleh‘Ms S ’, ww h’
3.4.3.4 Batas
Uﬂtrasi lebih kurang 50,3

Dibuat larut
pL baku dalam (glimepirid 10,0

ng/mg dan 25,15 ng/mL !ﬂ

pg/mL). Kemudian diekstraks seperti cara penyiapan samped. Sebanyak 50,0 pL

masing-masing larutan disuntikkan ke alat KCKT dengan fase gerak dan kecepatan air
terpilih sebanyak lima kali pada masing-masing konsentrasi. Dari data pengukuran
kemudian dihitung nilai % diff dan koefisien variasinya (KV). LLOQ adalah kondisi
terendah yang menunjukkan akurasi (nilai % diff) tidak menyimpang dari -20% dan
+20%, sertapresis (koefisien variasi) tidak kurang dari 20%.
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3.4.3.4 Uji Presisi

Dibuat larutan glibenklamid dalam plasma dengan konsentrasi 150,9; 281,68; dan
402,4 ng/mL dengan penambahan 25,0 pL baku daam (glimepirid 10,0 pg/mL).
Kemudian diekstraksi seperti cara penyiapan sampel. Sebanyak 50,0 pL masing-
masing larutan disuntikkan ke alat KCKT dengan fase gerak dan kecepatan alir terpilih,

diulang sebanyak lima kali untuk m masing konsentras dan dilakukan selama 1

hari. Presis dihitung sebag relatif atau koefisien varias dari

masing-masing

3435U
0,9; £81,68; dan
0 pg/mL).
masing-
ir terpilih,
digléng seba i unt e3INg-Masi onsentrad den dilakukan selama 1

h fhitung S8
o
\

3.4.3.23?&@ o o ; 'hr

L arutaieglihe “f il dal S0 g aSl=ik50,9; 281,68; dan
402,4 ng/mL € epirid 10,0 ug/mL).
Kemudian diekst anyak 50,0 pl aliquot

I d 1. |
masing-masing larutan terg g "F-'rﬂ"' ;Sfa KCKT pada kondisi terpilih

sebanyak 5 kali. Dihitung % recovery.

hgan nila arnya (%

el
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BAB 4
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Pencarian Kondisi Analisis Optimum Glibenklamid
4.1.1 Pemilihan Baku Dalam untuk Analisis Glibenklamid dalam Plasma

Pada analisis glibenklamid da asma digunakan tiga jenis baku dalam yaitu

glipizid, glikazid dan_glime ] o pakan fase gerak asetonitril-dapar
kalium dihidrog 3 (W 5 , an alir 1,0 mL/menit.
Pada analigi na D fa ergleh waktu retensi
3,848 m 3 - : 00 0%, Tf 1,360 ,
sedafigka ana ? ‘]—‘\E azjd fliperoleh waktu

rete Is 704,65, H . T 1,337,
)irid SePagai  bakKtreg h waktu
68 ETP Tf 1,285.

angl digunakan sebagai baku_dalam yaitu

yai plat #

me ii000. Sehingga it H

nilai 'woritis yang

kromatogd glikazit terganag ( or  dari plah' Karena pada
(L 1% B 3\

ai yang kee ] T yang

prsebut glikaz empunyai

ika di dal ma puncak

KromatogragimckStre Oklikazid keluar masih
terdapat pengo a,

pada pemilihan lvr !

sehingga pada waktu terseb S

3 ak akurat. Sedangkan
hxudihasilkan terlalu cepat
e pengotor dari plasma yang dapat
menggangu hasil kromatogram. Untuk baku dalam glimepirid walaupun waktu
retensinya lebih lama tetapi hasil kromatogram pada plasma terpisah dari pengotor-
pengotor yang terdapat dalam plasma. Oleh karena itu, dari percobaan yang dilakukan
dipilih glimepirid sebagai baku dalam karena terekstraksi dengan baik dan
puncaknya terpisah dari puncak plasma. Kromatogram ekstrak plasma yang

mengandung glibenklamid konsentrasi 100,0 ng/mL dan baku dalam glimepirid
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konsentrasi 10 pg/mL dapat dilihat pada Gambar 4.1. Data lebih lengkap dapat dilihat
pada Tabel 4.1.

Baku dalam digunakan untuk mengurangi kesalahan selama proses analisis,
khususnya kesalahan saat melakukan ekstraksi obat dari plasma dan kesalahan dalam
volume suntikan, yang akan mempengaruhi luas puncak yang dihasilkan. Caranya
adalah dengan menambahkan senyawa baku yang diketahui jumlahnya pada senyawa
uji, kemudian campuran itu did atikkan ke KCKT dan dianalisis pada

kondisi terpilih. : )
4.1.2 Pemi i3 ( }‘ % }

U3 - ' ath, B Suresh,
Is1s gIb 1€ "' BmMpOsISI asetonitril-dapar
V

#
35 al dengan

&)

per@andingan (55:45), dan 50) BmMasi@ig=masing dengan Kecepa alir 1,0
m “ada a efonitri | Hdapar kaliym d gen foste b pH 3,5
(66 ' wak g - - lengan. jumia oritis (N)
52il “nilai HETP 4, : ik ,3418 dan resof ra sebesar
2,249 fase gerak as o Tt i idrogen fosfa M pH 3,5
(55:45) releh wakt ‘ : g3 g teoritis (N)
4884,353; nilai ' '

2,551. Padaifa akaasetonttrTl-tapar Kalttn cibieine pSfar 25 mM pH 3,5

y3ean resolusinya sebesar

(50:50) diperoleh. WakK] st 1 # enitielengan [Umlah lempeng teoritis (N)
3480,57; nilai HETP ‘
1,980. Data lebih lengkap dapat dilifeaigaea Tabel 4.2.

Pada penelitian ini dipilih fase gerak asetonitril-dapar kalium dihidrogen fosfat

,039 dan resolusinya sebesar

25 mM pH 3,5 karena dengan menggunakan dapar dapat mempertahankan pH
sehingga analit tetap berada dalam bentuk molekul. Berdasarkan literatur, konsentrasi
dapar yang digunakan adalah 25 mM. Konsentrasi tersebut adalah wajar karena jika

konsentrasinya lebih besar akan berisiko adanya pengendapan garam sehingga dapat
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menyumbat kolom, mempengaruhi tekanan, efisiensi, dan bentuk puncak
kromatogram. Dari hasil percobaan dipilih komposisi fase gerak asetonitril-dapar
kalium dihidrogen fosfat 25 mM pH 3,5 (55:45) karena memberikan waktu retensi
yang singkat (7,691 menit), jumlah lempeng teoritis yang besar, nilai HETP yang
kecil, dan dengan kondisi fase gerak ini pada kromatogram plasma blanko tidak ada
puncak yang mengganggu pada waktu retensi glibenklamid. Tetapi berdasarkan
literatur acuan untuk pemilihan koma 8i, fase gerak yang digunakan berbeda yaitu

osfat 25 mM pH 3,5 (60:40).

pada fase gerak asetoni

414 straksi glibenklamid

Pt an optimasi

Waktu peagocokamr aicek pada tiga
varle , =< asil yangme pada waktu
peqt _ 1K ZoufieCe il ingkecll! sedangk@n.pada pé 60 dan 90

de . trdak te berbedahasilnya, sehifi@ga untuk

ang fkan wal , ebih ba ehingga
dip i pengocokan grena me asilkan % r ng paling
besar.Wi waktu peng@ pat dilihat padW‘4.8.

ilai koefisien variasi

, ungan nilai HETP 4,583

( faktor ikutan (Tf) 1,3183; serta

nilai koefisien variasi dari PAR adalah sebesar 0,000923%. Data uji kesesuaian

VO

dari waktu retensi

x 10, jumlah lempeng té

sistem dapat dilihat pada Tabel 4.3.

Uji kesesuaian sistem ini perlu dilakukan sebelum metode analisis terpilih
dilaksanakan. Secara normal terdapat variasi dalam peralatan dan teknik analisis
sehingga uji kesesuaian sistem perlu dilakukan untuk memastikan sistem operasional

akhir adalah efektif dan memberikan hasil yang sesuai dengan tujuan analisis.
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4.2 Validasi Parsial Metode Bioanalisis Glibenklamid dalam Plasma In Vitro
4.2.1 Penyiapan Sampel glibenklamid dalam Plasma

Sebelum disuntikkan ke KCKT, glibenklamid perlu diekstraksi terlebih dahulu
dari komponen plasma yang mengganggu, khususnya protein. Ekstraksi glibenklamid
dari plasma dilakukan dengan cara ekstraksi pengendapan protein menggunakan
metanol dan asetonitril. Dengan pengendapan protein menggunakan asetonitril tidak

terekstraksi sehingga area yang dik an terlalu kecil. Tetapi dengan metanol

menghasilkan ekstraksi_yang k ) B metode ekstraksi tersebut dengan
pertimbangan bg a-tama, plasma yang
am (25,0 pL 10,0

tuk mengubah

mengandug

Hg/mL),
glibefikla ; : )0

0 oL
ikan vortek
sela . 1CMTT agar keduanya “NERSaR; 3 2 Ghi amid akan
ter ctanol Setelgh itu Jas1 selama anikecepatan

100 uk meapgerdapkarfgro pagianglawah sam lanjutnya

anila *
Krg plasma " D
glib i dengan pen wa M ig

dilihaWambar4.6. h

o
4.2.2 Pem m
leh persamaan garis
Ptrasi glibenklamid dan y
i gan baku dalam. Kurva kalibrasi

glibenklamid dalam plasma dapat dilihat pada Gambar 4.7. Data kurva kalibrasi dapat

dilihat pada Tabel 4.4.
Kurva kalibrasi glibenklamid dalam plasma dibuat dengan rentang konsentrasi

fas@mair diana mengguirie dengan disi analigis terpilih.

mbar 4% atogram

u dalam) da

o

sma dapat

kurva kalibrasi y = ,002

adalah perbandingan luas p

lebih kurang 50,20 - 502,00 ng/mL. Untuk analisis glibenklamid dalam plasma, kurva
kalibrasi terdiri dari plasma blanko (plasma tanpa penambahan glibenklamid dan

baku dalam), plasma zero (plasma dengan penambahan baku dalam) dan 6 larutan
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glibenklamid dalam plasma dengan penambahan baku dalam. Dari hasil analisis,
diperoleh persamaan regresi linier y = 0,0005 + 0,0024x

4.2.3 Uji Linearitas

Linearitas didapat dari kurva kalibrasi glibenklamid dalam plasma. Linearitas
glibenklamid dalam plasma dapat dilihat pada Gambar 4.7. Data hasil pengujian
linearitas dapat dilihat pada Tabel 4

Dari pembuatan kuryz apaan regresi linier y =
0,0005 + 0,0024 of: sk alka dapat disimpulkan
bahwa m q } konsentrasi lebih
kurang dapat diterima
untu \V\'/

pudtllargan glibemklamid d
komSentrasi 50 N 25,15 Nl af@ diperoler ah 50,304

le flapat dili
gdata dapat diliha mN n Ing ¢ pat dari konsdio ng/mL

ini m persyaratan ebih dari -2 +20%. Nilai

% diff and8,65 . :i.\ h’

4.2.5 Uji Presi
an selama 1 hari yang
I amid. Untuk konsentrasi rendah

Pada uji pr
(150,90 ng/mL) memberikan nilai koefisien variasi (KV) 4,04%. Konsentrasi sedang

a dengan
L. Data

diharapkan dapat mewakili

(281,68 ng/mL) memberikan nilai koefisien variasi (KV) 5,65%. Konsentrasi tinggi
(402,40 ng/mL) memberikan nilai koefisien variasi (KV) 6,35%.

Dari hasil percobaan, uji keterulangan (presisi) yang telah dilakukan untuk
analisis glibenklamid dalam plasma sudah memenuhi kriteria yang dipersyaratkan.

Data yang diperolen menunjukkan bahwa metode analisis memiliki keterulangan
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yang baik untuk mewakili optimasi glibenklamid karena nilai koefisien variasi yang
dihasilkan tidak lebih dari 15%. Data hasil uji presisi dapat dilihat pada Tabel 4.6.

4.2.6 Uji Akurasi

Pada uji akurasi glibenklamid dalam plasma, dilakukan selama 1 hari yang
diharapkan dapat mewakili untuk optimasi glibenklamid. Untuk konsentrasi rendah
(150,90 ng/mL) memberikan nilai.% sepesar -6,45 sampai -4,15%. Konsentrasi
sedang (281,68 ng/mL) m & I iff sebesar -8,40 sampai 5,78%.
Konsentrasi ting ) 1 sebesar -7,32 sampai
9,69%. D

Da Aa : G 2 ki untuk analisis

glibaikla a18 ni : dipersyaratkan.
Ber@ 12 J Urasi dipskoleh % ditil tid nyimpang
lebif '€ & SING-Masing konsentraseks 1 fari (intra-
day

4.2, Ehan Ke
Ut perolehan ke u M d_dal@en plasma dlladmalhari

diper ecovery unt ,90 ng/mL) SW?J 18 sampai

103,739 /o‘ilk kos -ﬂ"ﬁl I; .,‘ 91 hmpal 105,36%,
dan untuk kenseél 40 * ampai 109,25%. Data

hasil uji perole 3
Untuk, secamr' ﬂ

90-120%. Dari hasil ters 0 “M‘“

digunakan memenubhi kriteria untuk uji akurasi, presisi, dan perolehan kembali

;i‘ali berada dalam rentang

n bahwa metode analisis yang
Dari hasil percobaan, nilai persen perolehan kembali yang telah dilakukan

untuk analisis glibenklamid dalam plasma sudah memenuhi kriteria yang
dipersyaratkan yaitu berada dalam rentang 80-120%.
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BAB 5
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
Kondisi optimum untuk analisis glibenklamid dalam plasmain vitro dengan
glimepirid sebagai baku dalam menggunakan KCKT, kolom Lichrospher® 100

RP-18 (5 um, Merck) dengag BE0 X 4 um, menggunakan fase gerak

asetonitril-dapar, dengan kecepatan alir
1,0 mL/meni 0 ) etensi glibenklamid
adalah 7,691 }

- 3 Ong/mL, pada

0200 ' /a asifglibenklamid

ode ini
a ' 6,35%,
a uji pe s ali, ante iNgoa 109725%

s A kanvdidd

W penelitian de analisis
glibenkld yangdeng| 1 lrhi -.,. 2 ‘ in Mryang mengacu
pada FDA (EQOCHE J“%‘ 1

1-7;—'

s 50,20 -

o1 S
O E S,

Ul &
8:.6547ingga 1,31% dent 5 tara antar
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Tabel 4.1 Hubungan antara waktu retensi, jumlah lci | kolom, dan faktor ikutan kromatogram baku dalam

Baku Dalam i ﬂ!! Tf

Glipizid » 1,360
. 4

Glikazid : 1,337
4

Glimepirid Fﬁ 1,285

Optimasi metode..., Made Mira Miasari, FMIPA Ul, 2010
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Tabel 4.2 Hubungan antara waktu retensi, jumlah lempeng teoriti sicnsi kolom, dan faktor ikutan kromatogram glibenklamid terhadap

DC

Komposisi fase gerak Faktor ikutan
(TD)

Asetonitril-dapar kalium dihidrog

fosfat 25 mM pH 3,5 (55:45, 107 1,3083
Asetonitril-dapar kalium dihid

fosfat 25 mM pH 3,5 (50:50, %710 1,839
Asetonitril-dapar kalium dihidroge'_I

fosfat 25 mM pH 3,5 (60:40, v/v) o .7359 x 107 1,3418
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Tabel 4.3 Data gsesuaian sistem

Luas puncak  Luas puncak  Waktu reten K3 j : N HETP Tf

(
olibénkle

glibenklamid glimepirid

677328 632272
687803 642688
690908692235 44923
692355 647622
647812

mM (55:45) dengan kecepatan alir 1,0 mL/menit pada
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Tabel 4.4 Data kurva kalibrasi glibenklamid da plasma in vitro dengan penambahan baku dalam

’ 3 L%
Konsentrasi glibenklamid Luas p g epiri PAR
(ng/mL)

0,00 0,0000

50,20 0,1241

100,40 0,2426
200,80 0,4951
301,20 0,7293
401,60 2611 0,9696
502,00 'b1 3184 1,2271

-
-~ _
Persamaan regresi linier : y = 0,0005 + 0,0024x = ‘ﬁ’ mi‘

&
g

Kondisi: kolom LiChrospher® 100 RP-18 e (5 pm, Merc

mM (55:45) dengan kecepatan alir 1,0 mL/menit pada panjang geloﬂ 2

4 n fase gerak asetonitril-dapar kalium dihidrogen fosfat 25
e tikan 50,0 pl
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Tabel 4.5 Data pengukuran lower limit of quantitation (LLOQ

45

benklamid dalam plasma in vitro dengan penambahan baku dalam

Konsentrasi Luas puncak

glibenklamid glibenklamid

(ng/mL)
2906
50,30 2891
3685
2868
2893

Kondisi: kolom LiChrospher® 100

mM (55:45) dengan kecepatan alir 1,0 anada panjang g

Optimasi metode..., Made Mira Miasari, FMIPA Ul, 2010

SD

KV (%)

% diff

2,03

4,24

-3,13
-8,65
1,31
-7,93
-5,57

tonitril-dapar kalium dihidrogen fosfat 25



Tabel 4.6 Data uji akurasi dan presisi glibenklamid dalam pla

a/n vitro dengan penambahan baku dalam, 1-Hari (intra-day)

46

Konsentrasi Luas puncak Rata-rata SD KV % diff
glibenklamid/glimepirid glibenklamid/glimepiai (%)
(ng/mL)

150,90/10040,0 9225 6,01 4,04 -0,16
914 4,15

91§ -1,32

9( -6,45

98 » -3,79

281,68/10040,0 ) 38 5 R€ 5,97 5,65 -1,43
' -8,40

1,56

5,78

. 4,58

402,40/10040,0 26 4782 ) 418U6,55 6,35 9,69
2309 3432 4,42

2587%1 . 32 7,37

25764 5 U 5,42

23832 6ol g 0 7,32

Kondisi: kolom LiChrospher® 100 RP-18 e (5 im,
mM (55:45) dengan kecepatan alir 1,0 mL/menit pada
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Tabel 4.7 Data uji perolehan kembali (% recovery) gliben

47

mid dalam plasma in vitro dengan penambahan baku dalam

Konsentrasi

Luas puncak

Konsentrasi glibenklamid

% recovery

glibenklamid/glimepirid glibenklamid/gli terukur
(ng/mL) (ng/mL)
922 ; 150,05 99,44
150,90/10040,0 91 156,53 103.73
148,32 98,29
140,61 93,18
144,61 95,83
76,55 98,18
281,68/10040,0 26268 56,99 91,23
W 27251 & H U 284,92 101,15
wigs 25085 296,78 105,36
173 293,40 104,16

-EF
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& ‘.’ )

dntrasi % recovery
Konsentrasi amid/glimepirid id terukur
glibenklamid/glimepirid g/ml)
(ng/mL)

402,40/10040,0 ) 3 109,25

054 23432 104,01

25879 24621 430,33 106,94

25764 4 249 ¥422,51 105,00

23832 4’:{3.; ; Ti\ 371,44 9231

Kondisi: kolom LiChrospher® 100 RP-18 ¢ (5 pm, Merck) ) 1q WSG gerak asetonitril-dapar kalium dihidrogen fosfat 25
mM (55:45) dengan kecepatan alir 1,0 mL/menit pada panjang J 79 13 0,0 ul
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Tabel 4.8 Data optimasi waktu pengocg k ekstraksi glibenklamid dalam plasma

Vortex (detik) Konsentrasi omsentrasi % Recovery
Sebenarnya (ng/mL) u (ng/mL)

30,00 150,90 89,11
281,68 111,87
402,40 69,61

60,00 150,90 94,91
281,68 116,03
402,40 109,69

90,00 150,90 94,90
281,68 114,80
402,40 102,97

Optimasi metode..., Made Mira Miasari, FMIPA Ul, 2010
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Tabel 4.9 Data hasj imasi metode analisis

50

Parameter analisis

% recovery

KV (%) ir

i

Syarat

LLOQ

p
F1 N\

Akurasi
150,90/10040,0
281,68/10040,0
402,40/10040,0

Presisi
150,90/10040,0
281,68/10040,0
402,40/10040,0

4.04

6,35

% recovery
150,90/10040,0
281,68/10040,0
402,40/10040,0

98,18 s/d 103,73
91,23 s/d 105,36
92,31 s/d 109,25

80-120 %
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Lampiran 1 Cara perhitungan nilai N, HETP, dan Tf

N =16 (E)

=7umilah lempeng teory
ktu rgt ait)
fncak

gkuran efisiensi bm

panjang kolom

r ikutan
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Lampiran 2 Cara memperoleh regresi linear

Persamaan garis y = a + bx

Untuk memperoleh nilai a dan b digunakan metode kuadrat terkecil (least square)

- (E il E xi?)- C xHE xiyi)
- N(E xi® (7 i
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Lampiran 3 Cara perhitungan koefisien variasi dari fungsi

_ S50
= X
SR (s o')

N-2

Ketet

Sy/ K= n baku ¢ :
S g g5

b = h garis linear darfiurvaikalipgasi

!"F
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Lampiran 4 Cara perhitungan presisi

_pma Lt
Simpangan baku (SD)= %}

N

o —,

- —
/S
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Lampiran 5 Cara perhitungan akurasi

Akurasi

% diff

_ (konsentrasl terukur—konsentrasl sebenarnya) v 100 2

konsentezel sebenarnya

Keterangan :
Konsentragi't & 0 AT, o diperoleh dari plot
kurva k as

—d
\o
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Lampiran 6 Cara perhitungan uji perolehan kembali

Persamaan kurva kalibrasi
y=a+bx
y = perbandingan luas puncak

x = konsentrasi glibenklamid (pug/na

- -
WAt/ \ > g
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Lampiran 7. Sertifikat analisis glibenklamid

Cadila Healthcare Limited Lyaus
231, G.1D.C. INDUSTRIAL ESTATE ANKLESH WAR - 393002 Gujarat (iNDIA) Cadlla
Phone : +91 - 2646 110719/110711 Fax : 91-2646 150071 ‘ o iiea
{API Division)
QUALITY CE DEPARTMENT
| & ALYSIS
Product Name
Batch Number 8, QGC/0060
Batch Quanti e 100 gm
Mfg. 0 . R .08.2010
Stora i
T O]
ip ; i jwder
ly i Ssparingly soluble in Ol
chl soluble &
pra solublegi z
dissolk ilute of al ydroxides.
101 Test A, B, and Complj
f soluti sol in 1 Compli
eq etas Not an than 20 ppm
by TLC th
0.40
hated N % W] 0.05% w,
d basis N % ' 99.79%
1 Wi
R nts by ppm 778ppm
HS A ppm 49ppm
BQL) .31ppm]
L| ppm]
Particle size % 1 icron
Report =
- - 1]
Prepared by Approved by

Corporate Office : “Zydus Tower", Satellite Cross Roads Ahmedabad 380 015, Gujarat ( INDIA )
Phone : +91-79-6868100 (20 Lines). Fax : +91-79-6862365/66 Website : www.zyduscadila.com
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