UNIVERSITASINDONESIA

VALIDASI METODE ANALISISKURKUMIN DALAM
PLASMA IN VITRO SECARA KROMATOGRAFI CAIR
KINERJA TINGGI

SKRIPS|

LOEDFIASFIATI ADAWIYAH
0706264803

FAKULTASMATEMATIKA DAN ILMU PENGETAHUAN ALAM
PROGRAM STUDI SARJANA FARMASI
DEPOK
JULI 2011

Validasi metode ..., Loedfiasfiati Adawiyah, FMIPA Ul, 2011



UNIVERSITASINDONESIA

VALIDASI METODE ANALISISKURKUMIN DALAM
PLASMA IN VITRO SECARA KROMATOGRAFI CAIR
KINERJA TINGGI

SKRIPS|

Digjukan sebagai salah satu syarat untuk memperoleh gelar Sarjana
Farmasi

LOEDFIASFIATI ADAWIYAH
0706264803

FAKULTASMATEMATIKA DAN ILMU PENGETAHUAN ALAM
PROGRAM STUDI SARJANA FARMAS
DEPOK
JULI 2011

Validasi metode ..., Loedfiasfiati Adawiyah, FMIPA Ul, 2011



HALAMAN PERNYATAAN ORISINALITAS

Skripsi ini adalah hasil karya saya sen
dan semua sumber baik yang dikutip maupun dir

telah saya nyatakan dengan benar.

Nama : Loedfiasfiati Adawiya
NPM : 0706264803
Tanda Tange : - Vavs
Tangga A 11 Juli 2011

Validasi metode ..., Loedfiasfiati Adawiyah, FMIPA Ul, 2011



HALAMAN PENGESAHAN

Skripsi ini diajukan oleh

Nama . Loedfiasfiati Adawiyah

NPM : 0706264803

Program Studi : Farmasi

Judul Skripsi : Validasi Metode Analisis Kurkuminatam Plasma

In Vitro secara Kromatografi Cair Kinerja Tinggi

Telah berhasil dipertahankan di hadapan Dewan Hedgo diterima sebagai
bagian persyaratan yang diperlukan untuk mempergkdar Sarjana Farmasi
pada Departemen Farmasi, Fakultas Matematika dan FPengetahuan Alam,
Universitas Indonesia

DEWAN PENGUJI

Penguiji | : Dr. Arry Yanuar, M.Si., Apt.
Penguiji Il : Dr. Berna Elya, M.Si, Apt.
Penguiji L : Santi Purna Sari, M.Si, Apt. (S e s ) )

Ditetapkan di : Depok
Tanggal : 11 Juli 2011

Validasi metode ..., Loedfiasfiati Adawiyah, FMIPA Ul, 2011



KATA PENGANTAR

Puji syukur penulis panjatkan kehadirat Allah SWarena atas berkat

dan rahmat-Nya, penulis dapat menyelesaikan skimpsEBkripsi dengan judul

Validasi Metode Analisis Kurkumin dalam PlashmaVitro secara Kromatografi

Cair Kinerja Tinggi ini diajukan sebagai salah sag@arat untuk memperoleh

gelar Sarjana Farmasi Program Studi Farmasi paklata Matematika dan [Imu

Pengetahuan Alam Universitas Indonesia.

Pada penyelesaian skripsi ini, penulis mendapatubandari berbagai

pihak. Oleh karena itu, penulis ingin mengucapkeaiterima kasih kepada semua

pihak yang telah membantu dan mengarahkan, yagadee

1.

Prof. Dr. Yahdiana Harahap, MS., selaku Ketepdtemen Farmasi FMIPA
Ul dan pembimbing | yang telah menyediakan wakttukinrnemberikan

bimbingan, saran, bantuan, serta dukungan moriad@ppenulis selama
penelitian dan penyusunan skripsi ini.

Dra Maryati Kurniadi, M.Si., selaku pembimbifgyang telah menyediakan
waktu untuk memberikan bimbingan, saran, bantuarta dukungan moril
kepada penulis selama penelitian dan penyusunarsisi.

Dr. Iskandarsyah, MS. selaku pembimbing akademilg telah memberikan
bimbingan selama penulis menempuh pendidikan dgraro S1 Reguler
Farmasi Ul.

Rina Rahmawati, S.Farm, Apt. selaku Manajer T&knKrisnasari

Dianpratami, S.Farm, Apt. selaku Manajer Adminstradan Utami

Pravitasari, S.Si selaku Supervisor LaboratoriunpaBailabilitas dan

Bioekivalensi Departemen Farmasi FMIPA Ul; Ibu $eguh Rahayu, Apt.,
Mba Wulan, dan Pak Rustam atas saran, bantuahargrdbimbingan,

semangat dan perhatian yang diberikan kepada gesalima penelitian.

PT. Sydna Farma, PT. Ikapharmindo Putramas Ritamutical Laboratories
dan Clinisindo yang telah memberikan bantuan bddeku zat baku dalam

kepada penulis.

Validasi metode ..., Loedfiasfiati Adawiyah, FMIPA Ul, 2011



10.

T8

Keluarga tercinta yaitu Mama, Abi, Mega, Ica daibi atas segala kasih
sayang, do’a, semangat, dukungan moril dan matkm, pengorbanan yang
tiada terkira kepada penulis.

Rangga Nimamulla atas kesediaannya mendengauhdel penulis,
memberikan semangat, saran, bantuan, dan dukung@irkepada penulis.
Rekan-rekan penelitian di Laboratorium Analidisstrumen Departemen
Farmasi FMIPA Ul, dan Laboratorium Bioavailabilitaian Bioekivalensi
Departemen Farmasi FMIPA Ul. Terima kasih untuk atgdukungan,
bantuan, kerjasama, dan semangat yang telah dapeképada penulis.
Wulan, Anis, Yoyo, Maya, Kun, Noor, Tari, Digani, Keluarga Farmasiku,
dan teman-teman Farmasi S1 reguler angkatan 2@0g, telah memberikan
warna selama penulis menempuh pendidikan di pro@arReguler Farmasi
Ul

Semua pihak yang tidak dapat disebutkan satu spéu, yang telah

memberikan dukungannya selama penelitian dan @amusikripsi ini.

Penulis menyadari dalam penelitian dan penulisaipskini masih jauh

dari sempurna. Akhir kata, penulis berharap AllatiTSberkenan membalas segala

kebaikan semua pihak yang telah membantu. Geans@ripsi ini dapat

bermanfaat bagi semua pihak yang membutuhkan.

Penulis

2011

Vi

Validasi metode ..., Loedfiasfiati Adawiyah, FMIPA Ul, 2011



HALAMAN PERNYATAAN PERSETUJUAN PUBLIKASI
TUGASAKHIR UNTUK KEPENTINGAN AKADEMIS

Sebagai sivitas akademik Universitas Indonesiaa gapg bertanda tangan di

bawabh ini:

Nama . Loedfiasfiati Adawiyah

NPM : 0706264803

Program Studi : Farmasi

Departemen : Farmasi

Fakultas : Matematika dan llmu Pengetahuan Alam
Jenis karya : Skripsi

demi pengembangan ilmu pengetahuan, menyetujuikum@mberikan kepada
Universitas Indonesia Hak Bebas Royalti Nonekskl{isbn-exclusive Royalty-
Free Right) atas karya ilmiah saya yang berjudul :

Validasi Metode Analisis Kurkumin dalam PlasinaVitro

secara Kromatografi Cair Kinerja Tinggi

beserta perangkat yang ada (jika diperlukan). Dengiak Bebas Royalti
Noneksklusif ini Universitas Indonesia berhak maenpyan,
mengalihmedia/format-kan, mengelola dalam bentuigkalan datadatabase),
merawat, dan memublikasikan tugas akhir saya seletap mencantumkan nama

saya sebagai penulis/pencipta dan sebagai penakkGipta.
Demikian pernyataan ini saya buat dengan sebenarnya

Dibuat di : Depok
Pada tanggal : 11 Juli 2011
Yang menyatakan

/

x/
AW |
v 4

A/ /.f%": T A
)ﬁﬂ i{";&) ‘1'}’:
\ f [/ }"\‘
/ v
( Loedfiasfiati Adawiyah )

Vil

Validasi metode ..., Loedfiasfiati Adawiyah, FMIPA Ul, 2011



ABSTRAK

Nama . Loedfiasfiati Adawiyah
Program studi  : Farmasi
Judul : Validasi Metode Analisis Kurkumin dalam $#aaln Vitro

secara Kromatografi Cair Kinerja Tinggi

Kurkumin merupakan senyawa fenol yang umumnya paidgada rimpang
kunyit (Curcuma longa L.) dari famili Zingiberaceae. Senyawa ini mempainy
aktivitas biologis sebagai antiinflamasi dan argidkn. Penelitian menunjukkan
bahwa kurkumin dapat mencegah kanker dan penyaitik lainnya. Kadar
kurkumin dalam plasma perlu diukur dan dipantahirggga keamanan, dosis dan
efikasi dari penggunaan kurkumin sebagai pencegatkét dapat dipastikan.
Tujuan penelitian ini adalah memperoleh kondisiimpm dan metode yang
tervalidasi untuk analisis kurkumin dalam plasimavitro. Metode analisis
menggunakan Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKdengan detektor UV
telah dikembangkan dan dioptimasi untuk analisiskinin dalam plasma
manusian vitro. Kurkumin diekstraksi dari plasma dengan metoderakst cair-
cair menggunakan etil asetat-metanol (95:5). Amalislakukan dengan teknik
isokratik pada kolom G fase terbalik Kromasil 100-5 (250 x 4,6 mm, 5pum) dan
fase gerak asetonitril-metanol-aquabidestilata-aaaetat (33:20:46:1) pada laju
alir 1,0 mL/menit. Baku dalam yang digunakan adaldiesartan. Deteksi
dilakukan pada panjang gelombang 420 nm untuk kankuwdan 250 nm untuk
irbesartan. Pada rentang konsentrasi 20,60 — 402@g0mL dihasilkan kurva
kalibrasi yang linier dengan koefisien korelasisgpesa0,9999. Akurasi (%aliff)
dari metode ini berada diantara -11,97% sampai9®4 8engamilai presisi (KV)
antara 1,17% sampai 8,51%, dan uji perolehan keméktif antara 88,03%
sampai 114,59%.

Kata kunci: Kurkumin, Kromatografi Cair Kinerja 1ggi, Plasman Vitro,
Irbesartan.

xiv+112 halaman: 20 gambar; 22 tabel; 11 lampiran

Daftar acuan: 33 (1985-2010)
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ABSTRACT

Name . Loedfiasfiati Adawiyah
Program study : Pharmacy
Title . Analytical Method Validation of Curcumin iRlasmdn Vitro

using High Performance Liquid Chromatography

Curcumin is a phenol compound commonly found inmienic Curcuma longa
L.) family Zingiberaceae. These compounds haveofiohl activity as anti-
inflammatory and antioxidant. Research showeddhetumin can prevent cancer
and other chronic diseases. The levels of curcumithe plasma needs to be
quantified and monitored, so that the safety, desagd efficacy of the use of
curcumin as a cancer preventer can be ascertaliedaim of this study was to
obtain the optimum conditions and validated methfedsnalysis of curcumin in
plasma in vitro. The method of analysis using High Performanceuidq
Chromatography (HPLC) with UV detector has beerettgjped and optimized for
analysis of curcumin in human plasnravitro. Curcumin was extracted from
plasma by liquid-liquid extraction method using yéthcetate-methanol (95:5).
The analysis was done by using isocratic techn@ueeverse phase;§£column
Kromasil® 100-5 (250 x 4,6 mm,8n) and mobile phase consisted acetonitrile-
methanol-aquabidest-acetic acid (33:20:46:1) atloav frate of 1,0 mL/min.
Irbesartan used as internal standard. Detectianvatvelength of 420 nm and 250
nm for curcumin to irbesartan. Linearity was esthi@d for range concentration
of 20,60 - 4120,00 ng/mL with correlation coeffitigr) of 0,9999. Accuracy (%
diff) of this method is between -11,97% to 14,59% witbcision (CV) between
1,17% to 8,51%, and test the relative recovery betw88,03% to 114,59% .

Keywords: Curcumin, High Performance Liquid Chroamatiphy, Plasmin
Vitro, Irbesartan.

xiv+112 pages: 20 figure; 22 table; 11 appendices

Bibliography: 33 (1985-2010)
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Penggunaan obat tradisional secara umum dinilah laman dari pada
penggunaan obat modern. Hal ini disebabkan karéad tbadisional memiliki
efek samping yang relatif lebih sedikit dari pad@tomodern (Oktora, L., 2006).
Oleh karena itu, penggunaan obat tradisional ditrisecara luas hampir di
seluruh negara di dunia. Faktor pendorong terjadipgningkatan penggunaan
obat tradisional di negara maju adalah usia harbmhup yang lebih panjang pada
saat prevalensi penyakit kronik meningkat, adanggagalan penggunaan obat
modern untuk penyakit tertentu diantaranya kanl@tassemakin luas akses
informasi mengenai obat tradisional di seluruh dySiukandar, E. Y., 2006).

Salah satu tanaman obat berkhasiat adalah rgmganyit Curcuma
longa L.) dari famili Zingiberaceae. Rimpang kunyit meakan tanaman obat
yang tumbuh di daerah tropis dan banyak digunakaksth umumnya serta di
India dan Indonesia khususnya. Manfaat rimpang ikkuagtara lain sebagai
bumbu, pewarna makanan dan tekstil, serta pengobai@isional untuk beberapa
penyakit seperti kerusakan hati, anorexia, bati#hedes, rematik, dan sinusitis.

Rimpang kunyit mengandung senyawa fenol berupa ukankoid yang
terdiri  dari  kurkumin  (£77%), demetoksikurkumin (&%) dan
bisdemetoksikurkumin (£3%). Namun, kurkumin adalaenyawa yang
bertanggung jawab terhadap aktivitas terapetik yditgsilkan oleh rimpang
kunyit (Aggarwal. B, 2007). Kurkumin pula yang mesnikan warna kuning pada
rimpang kunyit. Kurkumin pertama kali diisolasi tah 1815 dan saat ini
kurkumin tersedia dalam bentuk murni sehingga mempdah penelitian dan
pengembangan obat tradisional (Chattopadhyay, BisvBandyopadhyay &
Banerjee, 2004).

Pengalaman empiris dan ditunjang dengan pearekimakin memberikan
keyakinan akan khasiat dan keamanan obat tradlg{@kéora, L., 2006). Untuk
mencapai tujuan tersebut, berbagai penelitian lelahjut mengenai efek
farmakologi kurkumin dilakukan. Pada tiga dekadakhbir, telah dipublikasikan
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ratusan artikel ilmiah yang mempelajari tentangk edatioksidan, antiinflamasi,
pencegahan kanker dan potensi kemoterapi kanker ldakumin. Efek
farmakologi antikanker dari kurkumin menjadi topdkada ulasan artikel yang
dipublikasikan sejak tahun 1991 (Sharma, Geschestevard, 2005). Beberapa
efek farmakologi yang dimiliki kurkumin inilah yangenjadi alasan mengapa
pada penelitian ini lebih difokuskan pada kurkuminsendiri.

Berbagai aktivitas kurkumin menunjukkan potenshngembangan obat
baru. Dalam pengembangan obat tradisional, calat tdrsebut akan melalui
serangkaian uji yang membutuhkan waktu lebih panjdan biaya yang tidak
sedikit sebelum diresmikan sebagai obat oleh baéamberi izin. Uji yang harus
ditempuh oleh calon obat adalah uji praklinik dgnklinik (Sukandar, E. Y.,
2006).

Uji praklinik merupakan persyaratan uji untukloraobat, dari uji ini
diperoleh informasi tentang efikasi (efek farmakm)pprofil farmakokinetik dan
toksisitas calon obat. Setelah dinyatakan memepehsyaratan uji praklinik,
suatu senyawa calon obat selanjutnya dapat diuia pmanusia (uji klinik)
(Sukandar, E. Y., 2006).

Salah satu tahap penting dalam pengembanganbabatadalah analisis
obat dalam cairan biologis atau biasa disebut laikkgis. Hal ini perlu dilakukan
untuk memperoleh data yang akan dijadikan pedoratamdstudi klinis dan studi
keamanan obat (Harahap. Y., 2010). Kemampuan un&rkonitor dan mengukur
kadar obat di dalam tubuh sangat penting untuk etahgi keamanan, dosis, dan
efektifitas suatu obat (Evans, 2004).

Analisis dapat dilakukan apabila metode yangiaigdsan telah divalidasi.
Validasi perlu dilakukan agar hasil analisis yangetbleh terpercaya, cermat,
handal dan dapat dipertanggungjawabkan secarahilndaatu metode analisis
harus divalidasi untuk melakukan verifikasi bahwargmeter-parameter
kinerjanya cukup mampu untuk mengatasi masalahss&Ganjar & Rohman,
2007).

Metode analisis yang terpilih saat ini adalatordatografi Cair Kinerja
Tinggi (KCKT) dimana telah digunakan secara luadukinpenemuan dan

pengembangan metode analisis baru (Evans, 2004KTK@erupakan suatu
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teknis analisis obat yang paling cepat berkemb@&aga ini ideal untuk analisis
beragam obat dalam sediaan dan cairan biologisw&aselektif, sederhana, dan
kepekaannya tinggi (Parwa, B., 1991).

Pada penelitian ini, akan dilakukan optimasi daldasi metode analisis
kurkumin dalam plasman vitro dengan memodifikasi metode KCKT yang telah
dipublikasikan oleh Vareed et al. pada tahun 20@&yiapan sampel plasma
dilakukan dengan ekstraksi cair-cair menggunak@ihasetat 95% dan metanol
5%. Detektor yang digunakan adalah detektor UV-kagena terdapat gugus
kromofor pada struktur kimia kurkumin sehingga daghaeteksi oleh detektor
tersebut. Modifikasi metode analisis yang diguna#isesuaikan dengan kondisi

dan peralatan yang ada di laboratorium.

1.2  Tujuan Pendlitian

1.2.1 Memperoleh kondisi optimum untuk analisis kurkundi@am plasman
vitro secara kromatografi cair kinerja tinggi.

1.2.2 Memperoleh metode yang tervalidasi untuk analigisklkmin dalam

plasmain vitro menggunakan kromatografi cair kinerja tinggi.
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BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kurkuminoid dan Kurkumin

2.1.1 Kurkuminoid (Hasibuan, C., 2009)

Kurkuminoid merupakan senyawa fenol yang berasalrohapang kunyit
(Curcuma longa) atau Curcuma sp. lainnya. Senyawa-senyawa yang termasuk
dalam golongan kurkuminoid meliputi kurkumin, deotetikurkumin dan
bisdemetoksikurkumin. Senyawa-senyawa tersebut dbkanterdapat dalam
rimpangCurcuma sp.

Kurkumin, demetoksikurkumin, dan bisdemetoksikurkumberbeda
dalam hal polaritasnya. Hal ini disebabkan karesdgdaan struktur yaitu pada
jumlah gugus hidroksi.

Ry Rs
. AN =
HO

OH

[SumberMWHO Monograph on Selected Medicinal Plants 1% volume, 1999]
Gambar 2.1 Struktur Kimia Kurkuminoid

Keterangan:

R =R, =0OCH3 : Kurkumin

Ry =OCH3, R=H : Demetoksikurkumin
Ri=R,=H : Bisdemetoksikurkumin

Kurkumin  mempunyai rumus molekul >{E,00s dan berat molekul
368,38. Demetoksikurkumin mempunyai rumus molekuypHgsOs dan berat
molekul 338,35. Bisdemetoksikurkumin memiliki rumolekul GgH1604 dan
berat molekul 308,33 (Aggarwal, B. B, et al., 2007)
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2.1.2  Kurkumin
2.1.2.1 Monografilerck Index 14™ edition, 2006;Matindale 34" edition, 2005)

Struktur kimia

[Sumber:Merck Index 14™ edition, 2006]
Gambar 2.2 Struktur kimia kurkumin

Rumus molekul : &H2006

Nama kimia . Diferuloilmetana atau
[1,7-bis-(4-hidroksi-3-metoksi-fenil)hepta d&n-
3,5dion]

Berat molekul : 368,38

Pemerian . serbuk kristal berwarna kuning

Kelarutan : tidak larut dalam air dan eter, |latatam alkohol dan

asam asetat glasial

Penyimpanan : Simpan dalam tempat yang terlindianpcahaya

2.1.2.2 Farmakologi

Penelitian mengenai efek farmakologi kurkumin bangdakukan pada
beberapa dekade terakhir. Hasil dari penelitiasetaut menunjukkan bahwa
kurkumin memiliki aktivitas antioksidan, antiinflaasi, antikanker, antidiabetes,
dan antivirus (Chattopadhyay, Biswas, BandyopadhgayBanerjee, 2004).
Namun, efek farmakologi yang menjadi fokus saatdalah efek antiinflamasi
dan antioksidan yang terkait dengan mekanisme amikes dari kurkumin.

Kurkumin sebagai antiinflamasi melalui mekanismeikag (Aggarwal,
2007; Sharma, Gescher, & Steward, 2005; ChattomgdhyBiswas,
Bandyopadhyay & Banerjee 2004):
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1. Menurunkan aktivasi faktor transkripsi yaituclear factor kappa-B (NF-
kB).

Kurkumin dapat bekerja menurunkan NB; yaitu faktor transkripsi yang
dibutuhkan untuk proliferasi, invasi, metastasi§ san angiogenesis. NEB
diaktivasi oleh adanya respon dari substansi yarmyebabkan inflamasi,
karsinogen, dan promotor tumor. Aktivasi MB- menyebabkan penurunan
apoptosis sel tumor. Kurkumin menahan #&B- dengan cara menahan
penguraian dari penghambat NB-

2. Menurunkan ekspresi enzim siklooksigenase 2 (COX2)

Kurkumin menghambat ekspresi dari enzim siklooksage 2. Enzim
siklooksigenase bertanggung jawab dalam mengubaim asakidonat menjadi
prostalglandin dan tromboksan. Enzim ini dibagi jadn dua vyaitu
siklooksigenase 1 (COX1) yang berkaitan dengepiic ulcer dan aliran darah
pada ginjal, siklooksigenase 2 (COX2) yang berkait®ngan jaringan otak.
COX 2 dapat diinduksi oleh sitokin, faktor perturhlan, dan promotor tumor.
Ekspresi yang berlebihan dari COX2 mengindikasikarsinogenesis dari sel-sel
tumor.

3. Sebagai antioksidan

Kurkumin menghambat ekspresieactive oksigen species (ROS).
Kurkumin bertindak sebagai reseptor dari radikdddseoksigen sehingga dapat
melindungi hemoglobin dari oksidasi. Secam vitro, kurkumin dapat
menghambat spesies oksigen reaktif (ROS) sepedn auperoksida, D, dan
radikal nitrit dengan mengaktivasi makrofag yangpkean penting dalam
inflamasi. Kurkumin menurunkan produksi ROS sedar&ivo. Hal ini terjadi
akibat pengaturan enzim antioksidan seperti sugataldismutase, katalase, dan
glutation peroksidase. Karena ROS mengindikasikdanga perkembangan
kondisi patologis inflamasi, kurkumin berpotensingentrol penyakit melalui

potensi aktivitas antioksidannya.
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Kurkumin bertindak sebagai antikanker melalui medae berikut
(Aggarwal, 2007; Badmaev & Majeed, 2009)
1. Menekan proliferasi sel tumor melalui pengaturaopapsis sel
Walaupun kurkumin memiliki efek antikanker dengarerdagai
mekanisme, induksi apoptosis sel tumor berperariingersebagai mekanisme
antikanker dari kurkumin. Kurkumin menginduksi apmgis dan menghambat
perkembangan siklus sel dimana keduanya pentingukunpencegahan
perkembangan sel tumor.
2. Menekan angiogenesis
Angiogenesis merupakan pembentukan pembuluh derahyang penting
untuk pertumbuhan tumor dan metastasis. Saoandro, kurkumin menghambat
pembuluh darah endotelial dan pertumbuhan selpatiois dan proliferasi dimana
hal tersebut adalah dasar penghambatan angioggjpesientukan pembuluh
darah baru). Kurkumin juga menghambat angiogengsmn) diinduksi faktor
pertumbuhan sepefiibroblast growth factor-2 (FGF-2) darvascular andothelial
growth factor (VEGF).
3. Menekan inflamasi yang dapat meningkatkan akthatagumor
4. Sebagai antioksidan yang berperan dalam efek #datmnasi

2.1.2.3 Farmakokinetika

Absorpsi dari kurkumin yang diberikan secara pdrom@engalami
eliminasi presistemik. Setelah diabsorpsi, kurkumiikonjugasi oleh sulfat dan
glukuronida. Adanya aktivitas enzim konjugasi yatukuronida dan sulfat pada
kurkumin di dalam hati, ginjal, dan mukosa ususpumukkan bahwa pemberian
peroral kurkumin yang diabsorpsi di saluran cerremyebabkan sebagian besar
kurkumin mengalami metabolisme menjadi bentuk kgaju sulfat dan
glukuronida kemudian masuk ke sirkulasi darah. @rgang bertanggung jawab
pada metabolisme kurkumin adalah hati (Anand, Kommtkara, Newman, &
Aggarwal, 2009).

Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Vareed. pada tahun 2008,
kurkumin yang diberikan secara peroral pada mandsagan dosis 10 g

memberikan nilai Cmax sebesar 2,30 + 0,26 pg/mUaMecara pemberian yang
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sama, dosis 12 g memberikan nilai Cmax sebesar 4,839 pg/mL. Waktu
paruh kurkumin yaitu 6,77 = 0,83 jam.

Ketika diberikan secara intravena dan intraperiabri@ tikus, kurkumin
secara aktif ditranspor ke dalam empedu kemudiaks@resikan. Metabolit
utama dalam empedu adalah glukuronida dari tetrakugkumin (THC) dan
heksahidrokurkumin (HHC). Metabolit lainnya adakdam dihidroferulat dengan
asam ferulat dalam jumlah kecil (Goel, Kunnumaki&raggarwal, 2007).

2.2 Etinil Estradiol

2.2.1 Monografi ilerck Index 14™ edition, 2006;Matindale 34™ edition, 2005)

Struktur kimia

[Sumber:Merck Index 14™ edition, 2006]
Gambar 2.3 Struktur Kimia Etinil Estradiol

Rumus molekul : eoH240,

Nama kimia : 1d-etinil-1,3,5(10)-estratrien-3,Bdiol

Berat molekul :296,4

Pemerian : Serbuk atau hablur putih sampai p@kukingan dan

tidak berbau
Kelarutan . Larut dalam alkohol, eter, kloroforminyak sayur dan
larutan alkali hidroksida. Praktis tidak ladaiam air
Penyimpanan : Simpan dalam tempat non-logam kedag. Hindari

dari cahaya
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2.2.2 Farmakologi

Etinil estradiol merupakan estrogen sintetik dengltivitas estrogenik dan
telah digunakan di Klinik. Estradiol, etinil estraldterdapat dalam plasma dan
secara luas terikat pada protein plasma (Goodmaail&an, 2006). Estradiol
plasma dianggap memasuki sel target dengan jafasi @lan ditranspor ke inti
sel, di mana ia terikat dengan reseptor estrogen.

Sel target etinil estadiol adalah saluran reprodpksla wanita, kelenjar
mammary, hipotalamus dan pituitari. Estrogen sintetik imeéningkatkan sintesis
sex hormone binding globulin (SHBG) danthyroid-binding globulin (TBG),
menekanfollicle-stimulating hormone (FSH) dari kelenjar pituitari. Kombinasi
estrogen ini dengan progestin menekan selg@asadotropin-releasing hormone
(GnRH). Etinil estradiol digunakan sebagai kontpgseoral dan pengobatan
gelala menopause (Goodman & Gilman, 2006).

2.2.3 Farmakokinetika

Etinil estradiol sering digunakan secara oral. Rdérahan gugus etinil pada
atom karbon posisi 17 senyawa estradiol menghambtibolisme tahap pertama
di hati. Absorpsi estrogen sintetik ini dari gasitetinal sangat cepat dan secara
umum terabsopsi sempurna.

Etinil estradiol diekskresikan lebih lambat dibargkan estradiol. Hal ini
terjadi karena etinil estradiol tidak mengalammetiasi presistemik di hati. Fase
eliminasi dan waktu paruh etinil estradiol dilapankpada berbagai studi yaitu 13-
27 jam.
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2.3 Irbesartan dan Kalium Losartan

2.3.1 lIrbesartan
2.3.1.1 Monografillerck Index 14™ edition, 2006;Matindale 34" edition, 2005)
Struktur kimia

[Sumber:Merck Index 14" edition, 2006]
Gambar 2.4 Struktur Kimia Irbesartan

Rumus molekul : GH,aNO

Nama kimia . 2- Butil-3-[[29-(tetrazol-5-il)[1,1BHenil]-4-il] metil]-
1,3-diazaspiro [4.4] non-1-en-4-on

Berat molekul : 428,53

Pemerian : Serbuk atau hablur putih sampai p@kukingan.

Kelarutan : Sedikit larut dalam alkohol dan diki@tana. Praktis

tidak larut dalam air
Penyimpanan : Simpan di bawah suh@ G0
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2.3.2 Kalium Losartan
2.3.2.1 Monografilerck Index 14™ edition, 2006;Matindale 34" edition, 2005;
United States of Pharmacopeia 30" edition, 2006)

Struktur kimia

cl OH

[Sumber:United States of Pharmacopeia 30" edition, 2006]
Gambar 2.5 Struktur Kimia Kalium Losartan

Rumus molekul . GHKCINO

Nama kimia . 2-Butil-4—kloro—1-[[21H-tetrazol-5—il)[1, 1 bifenil]-4—
iljmetil]-1H-imidazol-5—metanol

Berat molekul 461

Pemerian : Serbuk putih sampai hampir putih

Kelarutan : Larut dalam air, sedikit larut dalasetonitril, dan larut

dalam isopropil alkohol

Penyimpanan : Simpan di bawah suh8 G0

2.3.3 Farmakologi (Goodman & Gilman, 2006)

Irbesartan merupakan turunan tetrazol nonpeptidan dantagonis
Angiotensin Il yang secara selektif memblok ikatAngiotensin Il dengan
reseptor AT. Pada sistem renin-angiotensin, Angiotensin | amubmenjadi
Angiotensin Il oleh suatu enzim vyaitangiotensin-converting enzyme (ACE).
Angiotensin Il menstimulasi korteks adrenal untuk ensintesis dan
mensekresikan aldosteron, yang akan menurunkanreskskon N& dan

meningkatkan ekskresi ion*Kirbesartan memblok ikatan angiotensin 1l dengan
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reseptor AT, sehingga menyebabkan vasodilatasi dan menururddai
aldosteron.

Dibandingkan dengan obat hipertensi lainnya yarkety@ pada sistem
renin angiotensin, irbesartan menurunkan aktivaseptor AT lebih efektif
dibandingkan dengan ACE inhibitors. Mekanisme alsi golongarangiotensin
reseptor blocker (ARB) ini berbeda dengan penghambat ACE, dimana
menghambat perubahan Angiotensin | menjadi Angsitenll sehingga
menurunkan jumlah Angiotensin Il namun tidak memian jumlah Angiotensin
Il yang dihasilkan melalui jalur alternatif non-ACEngiotensin llgenerating
pathway. Hal tersebut menjelaskan bahwa produksi Angiatens$ tidak
seluruhnya dihambat, Angiotensin Il masih dapaedibk oleh enzim-enzim lain.
Irbesartan berikatan pada resepton A€hingga berapapun jumlah Angiotensin |l

yang terbentuk tidak menimbulkan masalah.

2.3.4 Farmakokinetika (Lacy, Amstrong, Goldman, &ke, 2005)

Irbesartan yang diberikan secara oral tidak merkaniotransformasi ke
dalam bentuk aktifnya. Absorpsi oral dari irbesartapat dengan bioavailabilitas
rata-rata 60-80%. Makanan tidak mempengaruhi bitbitas dari irbesartan.
Peak irbesartan dalam plasma dicapai setelah 2 jam dari pemberian obat.

Irbesartan dimetabolisme melalui oksidasi dan kgeagu glukuronida.
Pemberian peroral dan intravena irbesartan dengdiolabel, lebih dari 80%
tidak mengalami perubahan dalam sirkulasi tubuh.

Irbesartan 90% terikat pada protein serum, teratalbumin dan asaml
glikoprotein. Rata-rata volume distribusi irbesar@adalah 53-93 liter. Klirens
ginjal berkisar 3,0-3,5 mL/menit

Waktu paruh eliminasi irbesartan berkisar 11-1Bn.jdrbesartan dan
metabolitnya diekskresikan melalui ginjal dan empeHemberian peroral dan
intravena irbesartan dengan radiolabel, sebany& #8@emukan di urin dan

sisanya terdapat di feses dalam bentuk irbesarsaniesartan glukuronida.
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2.4  Kromatografi Cair Kinerja Tinggi

2.4.1 Teori Dasar
Kromatografi adalah istilah umum untuk berbagai acgremisahan

berdasarkan partisi cuplikan antara fase yang bakgedapat berupa gas atau zat
cair, dan fase diam dapat berupa zat cair dan adatpJohnson & Stevenson,
1991). Kromatogafi Cair Kinerja Tinggi (KCKT) merakan teknik yang mana
solut atau zat terlarut terpisah oleh perbedaarpgatan elusi, dikarenakan solut-
solut ini melewati suatu kolom kromatografi (Gar§aRohman, 2007).

Keuntungan metode KCKT, yaitu (Harmita, 2006):
Waktu analisis cepat
Daya pisahnya baik
Peka
Pemilihan kolom dan eluen sangat bervariasi
Kolom dapat dipakai kembali
Dapat digunakan untuk molekul besar dan kecil

Mudah untuk memperoleh kembali cuplikan

a K F ™=

Dapat menghitung sampel dengan kadar yang sang#dlre

2.4.2 Instrumen
Instrumentasi KCKT pada dasarnya terdiri dari baparkomponen pokok

yaitu pompa, injektor, kolom, detektor, dan intégra

2.4.2.1 Pompa

Pompa berfungsi untuk mengalirkan eluen ke dalalonkoPompa yang
digunakan sebaiknya mampu memberikan tekanan sa0pai psi dan mampu
mengalirkan fase gerak dengan kecepatan alir 3 meénit. Untuk tujuan
preparatif, pompa yang digunakan harus mampu miekaalfase gerak dengan
kecepatan 20 mL/ menit.

Ada dua jenis pompa dalam KCKT yaitu: pompa dertigiganan konstan,
dan pompa dengan aliran fase gerak yang konstamgiG& Rohman, 2007).
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2.4.2.2 Injektor

Injektor berfungsi memasukkan cuplikan ke dalanmokuol Alat ini terbuat
dari tembaga tahan karat dan katup teflon yangglilepi dengan keluk sampel
(sample loop) internal dan eksternal. (Ganjar & Rohman, 20Q¥nis-jenis
injektor yaitu : aliran henti, septum, katup jaldtar, dan auto injektor (Harmita,
2006).

2.4.2.3 Kolom

Kolom berfungsi untuk memisahkan masing-masing kamep (Harmita,
2006). Kolom merupakan jantung kromatografi. Keleilan atau kegagalan
analisis bergantung pada pilihan kolom dan kong#sig tepat. Kolom dibagi
menjadi dua kelompok, yaitu kolom analitik dan kuolgreparatif (Johnson &
Stevenson, 1991).

2.4.2.4Detektor (Ganjar & Rohman, 2007)

Detektor berfungsi untuk mendeteksi atau mengitllkasi komponen
yang ada dalam eluat dan mengukur jumlahnya. Dateliada KCKT
dikelompokkan menjadi dua golongan, pertama detakioversal (yang mampu
mendeteksi zat secara umum, tidak bersifat speslfik tidak bersifat selektif)
seperti detektor indeks bias dan detektor spektimmmessa dan kedua detektor
yang spesifik yang hanya akan mendeteksi analiraespesifik dan selektif,
seperti detektor UV-Vis, detektor flouresensi, eéggktrokimia.

Beberapa detektor yang sering digunakan pada KCKT:

a. Detektor Spektrofotometri UV-Vis

Detektor ini didasarkan pada adanya penyerapaagiaditraviolet (UV)
dan sinar tampak (Vis) pada kisaran panjang gelagnt80-800 nm oleh spesies
solut yang mempunyai struktur-struktur atau gugugug kromoforik. Detektor
spektrofotometri UV-Vis dapat berupa detektor denganjang gelombang tetap
(merupakan detektor yang paling sederhana) sertektde dengan panjang

gelombang bervariasi.
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b. Detektorphotodiode-array (PDA)

Detektor PDA merupakan detektor UV-Vis dengan bgaba
keistimewaan. Detektor ini mampu memberikan kumpWeomatogram secara
simultan pada panjang gelombang yang berbedage@di prosess(ngle run).
Selama proses berjalan, suatu kromatogram padaar@argelombang yang
diinginkan (biasanya antara 190-400) dapat ditakapil

c. Detektor Flouresensi
Flouresensi merupakan fenomena luminisensi yarngdieketika suatu
senyawa menyerap sinar UV atau visibel lalu mengmmnya pada panjang
gelombang yang lebih besar. Tidak semua senyawa miganpunyai sifat
flouresen sehingga detektor flouresensi ini sang@sifik. Disamping itu,

detektor ini juga sangat sensitif dibandingkan @endetektor UV.

d. Detektor Indeks Bias
Detektor ini akan merespon setiap perbedaan indielssantara analit (zat
terlarut) dengan pelarutnya (fase geraknya). Perapgu detektor ini terutama

untuk senyawa-senyawa yang tidak mempunyai guguaddor.

e. Detektor Elektrokimia
Detektor ini bekerja berdasarkan oksidasi dan reids&nyawa organik

(termasuk obat) secara elektrokimia pada elektyaa@ cocok.

2.4.2.5Integrator (Ganjar & Rohman, 2007).
Alat ini akan mengukur sinyal elektronik yang diitiken oleh detektor
lalu memplotkannya sebagai suatu kromatogram yang selanjutieyaldasi oleh

analis (pengguna).

2.4.3 Fase Gerak
Pada kromatografi cair, susunan pelarut atau gasak merupakan salah
satu peubah yang mempengaruhi pemisahan (Johnsate\&nson, 1991). Fase

gerak atau eluen biasanya terdiri atas campuraaryteyang dapat bercampur
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secara keseluruhan berperan dalam daya elusi danuse Daya elusi dan

resolusi ini ditentukan oleh polaritas keselurupatarut, polaritas fase diam, dan
sifat komponen-komponen sampel. Untuk fase norrfede( diam lebih polar

daripada fase gerak), kemampuan elusi meningkagate meningkatnya

polaritas pelarut. Sementara untuk fase terbatikg(fdiam kurang polar daripada
fase gerak), kemampuan elusi menurun dengan meatmgk polaritas pelarut

(Ganjar & Rohman, 2007).

2.4.4 Analisis Kuantitatif

Dasar perhitungan kuantitatif untuk suatu kompomatyang dianalisis
adalah dengan mengukur luas puncaknya. Ada beberegtade yang dapat
digunakan, yaitu (Harmita, 2006):

2.4.4.1Baku luar

Larutan baku dengan berbagai konsentrasi disuntildan diukur luas
puncaknya. Buat kurva kalibrasi antara luas puriegkadap konsentrasi. Kadar
sampel diperoleh dengan cara memplot luas puncakedgpada kurva kalibrasi
baku atau dengan perbandingan langsung. Kekuramgeiode ini adalah
diperlukan baku yang murni serta ketelitian dalanengenceran dan

penimbangan.

2.4.4.2Baku dalam
Sejumlah baku dalam ditambahkan pada sampel dadastaKemudian

larutan campuran komponen standar dan baku dalansektrasi tertentu
disuntikkan dan hitung perbandingan luas puncaki&ezht tersebut. Buat kurva
baku antara perbandingan luas puncak terhadap ipasekomponen standar.
Kadar sampel diperoleh dengan mplot perbandingan luas puncak komponen
sampel dengan baku dalam pada kurva standar. Kegartumenggunakan cara
ini adalah kesalahan volume injeksi dieliminer. #léan cara ini adalah

diperlukan baku dalam yang tepat.
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Ada beberapa persyaratan yang harus dipenuhi elejawa baku dalam,
yaitu (Johnson & Stevenson, 1991) :

a. Harus terpisah sama sekali dari puncak cuplikan

b. Harus terelusi dekat dengan puncak yang diukur

c. Konsentrasi dan tanggapan detektornya harus sangaé&onsentrasi 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

2.5  Analisis Obat dalam Plasma

Cairan biologis yang umum digunakan untuk anaéisialah darah, plasma
(serum), dan urin. Plasma harus ditambahkan amgikaa terlebih dahulu agar
dapat dipisahkan dari darah dengan cara sentrifugtspi harus dilakukan
dengan hati-hati karena sel darah merah mudah pecahdapat mengakibatkan
pemisahan plasma menjadi lebih sulit (ChamberlE985).

Plasma mengandung banyak protein, dimana memiliat &sika dan
kimia yang berbeda dengan molekul obat yang dismalNamun, terjadinya
Ikatan antara obat dan protein dengan afinitas y#inggi menyebabkan
penghilangan protein dengan cara ultrafiltrasi ddrlisis dapat pula
menghilangkan obat. Akibatnya obat yang diukur lakgdar obat bebasnya
bukan kadar total obat. Oleh karena itu, ikatastgan obat dengan protein perlu
dilepaskan kemudian total obat diekstraksi yangrgetnya dianalisis.

Beberapa cara preparasi sampel yang digunakark mméngisolasi obat
dari matriks biologi antara lain:

1. Pengendapan protein

Pengendapan protein dapat dilakukan menggunakam-asam dan
pelarut organik untuk mendenaturasi dan mengendakatein. Asam-asam
yang dapat digunakan adalah asam trikloroasetaiA)Tdan asam perklorat.
Sedangkan pelarut organik yang dapat digunakanaladaletanol, asetonitril,
aseton, dan etanol, meskipun memiliki efisiensi gyaelatif rendah dalam

memisahkan protein, tetapi pelarut ini telah digama secara luas dalam
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bioanalisis karena kompatibilitasnya dengan fasalg&CKT. Pelarut organik
menurunkan solubilitas protein sehingga proteinnak@&ngendap berdasarkan

prinsip polaritas (Evans, 2004).

2. Ekstraksi cair-cairl{iquid-Liquid Extraction)

Ekstraksi cair-cair digunakan untuk memisahkan itlari pengganggu
dengan memisahkan sampel antara dua larutan (fasg)tidak bercampur satu
sama lain. Satu fase dalam ektraksi cair-cair gkain fase air dan fase lainnya
merupakan pelarut organik. Senyawa yang lebih hidroakan bergabung
dengan fase ayang polar. Sedangkan fase yang lebih hidrofobédnakargabung
bersama fase pelarut organik.

Perubahan pH, pasangan ion, kompleksasi dapat akguon dalam
meningkatkan perolehan analit atau dalam mengtiEmgengganggu (Snyder,
1997). Agar obat dapat terekstraksi dalam pelargarok, maka obat itu harus
dalam bentuk tidak terionisasi. Oleh karena itu,fase air harus dioptimasi agar
diperoleh bentuk tidak terionisasi dengan sempu@ytimasi dapat dilakukan
dengan menghitung atau menentukan pKa obat.

Setelah dipisahkan dari fase air, fase organikhbamar-benar bebas air.
Untuk mempercepat penguapan, dapat ditambahkamapebtetes etanol, dan air
dapat dihilangkan dari fase organik dengan penaebaedikit natrium sulfat
anhidrat pada saat penyaringan. Penguapan dapakukbin dengan alat
evaporator vakum, diuapkan dengan gas nirogen,dateapkan pada temperatur
kamar (Chamberlain, 1985).

3. Ekstraksi fase padé®olid-Liquid Extraction)

Mekanisme dari ekstraksi fase padat adalah fabalier fase normal dan
ion exchange sama seperti yang digunakan dalam KCKT. Prinsipranekstraksi
fase padat yaitu adsorpsi obat dari larutan kendadsorben atau fase diam.
Adsorben yang digunakan vyaitu partikel silika bemak 40-60 pum yang
berikatan membentuk fase hidrokarbon. Adsorben ytmg baik kapasitasnya

dalam mengadsorbsi analit adalafs.C
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Secara umum, ekstraksi fase padat menggunakan tahap yaitu
pengkondisian donditioning), penyeimbangan fase diameqgilibration),
memasukkan sampelloéding), pencucian untuk menghilangkan senyawa
penggangguwashing), dan elusi sampeéltion) (Evans,2004; Snyder,1997).

2.6  Validasi Metode Analisis

Validasi metode analisis adalah suatu tindakan lgani terhadap
parameter tertentu berdasarkan percobaan labanatoruntuk membuktikan
bahwa parameter tersebut memenuhi persyaratan petuggunaannya. Tujuan
utama validasi metode adalah untuk menjamin bahwtode yang digunakan
mampu memberikan hasil yang cermat, handal, daerteasya (Harmita, 2006).

Validasi metode analisis yang dilakukan dalam rkathiologi biasanya
disebut sebagai validasi metode bioanalisis. Validaetode bioanalisis ini
digunakan pada studi farmakologi klinis, pengujigioavailabilitas (BA) dan
bioekuivalensi (BE), serta uji farmakokinetika (PK)etode analisis yang selektif
dan sensitif untuk evaluasi obat dan metabolityelft) secara kuantitatif sangat

berpengaruh terhadap kesuksesan studi farmakaiedilinik dan klinik.

2.6.1 Tipe dan Tingkatan Validasi

Dalam bioanalisis, tipe dan tingkatan validasi daplkategorikan sebagai
berikut (Food and Drug Administration, Guidance for Industry: Bioanalytical
Method Validation, 2001) :

2.6.1.1Validasi LengkapKull Validation)

Validasi lengkap penting dalam proses pengembadganimplementasi
metode bioanalisis untuk pertama kalinya. Validésngkap penting pula
dilakukan untuk obat-obat yang baru ditemukaen(drug entity) dan dilakukan

jika ada metabolit yang ditambahkan pada suatutppae kadar.

2.6.1.2Validasi ParsialRartial Validation)
Validasi parsial merupakan modifikasi dari metod@abalisis yang telah

divalidasi. Validasi parsial sekurang-kurangnyaaklikan akurasi dan presisi
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pada prosestra assay sampai mendekati validasi penuh. Perubahan-peanbah
dalam bioanalisis yang dapat dikategorikan dalaldasi parsial yaitu:
a. Metode bioanalisis yang ditransfer antar laborataratau analis
Perubahan dalam metode analisis
Perubahan antikoagulan dalam cairan biologis
Perubahan matriks

Perubahan dalam prosedur proses sampel

-~ 0o oo T

Perubahan spesies pada matriks yang sama

Perubahan dalam rentang konsentrasi

= «Q

Perubahan instrumen dan/ataftware

Volume sampel yang terbatas

|.  Matriks yang jarang

2.6.1.3 Validasi SilangQross Validation)

Validasi silang adalah perbandingan parameter Epahia atau lebih
metode bioanalisis digunakan untuk mendapatkanpmtata studi yang sama atau
studi yang berbeda. Salah satu contoh validasngsilgaitu keadaan dimana
metode bioanalisis yang telah tervalidasi dijadikabagai referensi dan metode
bioanalisis lainnya dijadikan pembanding. Perbagam harus dilakukan dua

arah.

2.6.2 Standar Acuan

Analisis obat dan metabolitnya dalam matriks golmemerlukan standar
acuan Keference standard) dan sampel yang digunakan sebagaility control
(QC). Kemurnian dari standar acuan yang digunakdokusampebpiked dapat
mempengaruhi data. Oleh karena itu, identitas @amuknian standar acuan harus
diketahui dan pada saat pembuatan larutan har@satiki konsentrasinya. Jika
memungkinkan, standar acuan harus identik dengagate analit. Jika tidak
memungkinkan dapat digunakan bentuk kimia lainry@esi bentuk garam, ester,

asam atau basa bebas.
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Ada tiga jenis standar acuan yang digunakanyatda:
1. Standar acuan yang mempunyai sertifikat (misaltg@adar dari USP)
2. Standar acuan yang dijual secara komersil dari surpng mempunyai
reputasi
3. Standar acuan yang disintesis oleh laboratoriunitématau institusi non
komersial lainnya
Sampel yang digunakan sebagmiality control (QC) terdiri dari tiga
konsentrasi yaitu rendalog), sedangrfedium), dan tinggi Kigh). Konsentrasi
rendah merupakan tiga kali dari nilai konsenttasiver Limit of Quantification
(LLOQ). Konsentrasi sedang adalah setengah daxi kdnsentrasiLower Limit
of Quantification (LLOQ) ditambah konsentrasipper Limit of Quantification
(ULOQ). Sedangkan konsentrasi tinggi adalah 80% uidgai Upper Limit of
Quantification (ULOQ).

2.6.3 Pengembangan Metode Bioanalisis

Dasar parameter untuk validasi metode bioanaltkdaa akurasi, presisi,
selektivitas, sensitivitas, reprodusibilitas, daabditas. Stabilitas analit pada
sampel plasma juga perlu ditentukan. Pengembangaode bioanalisis meliputi
evaluasi selektivitas, akurasi, presisi, uji penate kembali(% recovery), kurva

kalibrasi, dan stabilitas.

2.6.3.1Selektivitas

Selektivitas adalah kemampuan metode analisis umekbedakan dan
mengukur kadar analit dengan adanya komponen lalanmd sampel. Untuk
selektivitas, analisis sampel blanko dari matrikddgi yang sesuai (plasma, urin,
atau matriks lainnya) dilakukan sedikitnya dari rangumber yang berbeda.
Masing-masing sampel harus diuji terhadap ganggat@o interferensi, dan

selektivitas harus dipastikan pada batas kuantgéasndah (LLOQ).
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2.6.3.2Akurasi

Akurasi dari metode analisis menggambarkan kedekedta-rata hasil
pengujian dengan kadar analit yang sebenarnya.a&kditentukan oleh analisis
berulang dari sampel yang mengandung analit dalamiah yang diketahui.
Akurasi diukur menggunakan sedikitnya lima kali gekuran untuk setiap
konsentrasi yaitu pada konsentrasi rendah, sedamggi. Pengukuran akurasi
memenuhi syarat jika nilai rata-rata berada pada bai sebenarnya, kecuali
jika pengukuran dilakukan pada kadar LLOQ makaktidaleh melebihi 20%.
Pengukuran akurasi ditentukan oleh perbedaan amitaarata-rata dan nilai

sebenarnya.

2.6.3.3Presisi

Presisi dari metode analisis menggambarkan kedehetsil pengukuran
individual analit yang satu dengan yang lainnyaesii diukur menggunakan
sedikitnya lima kali pengukuran untuk setiap komissesi dan menggunakan
minimal tiga rentang konsentrasi yaitu rendah, sgddinggi. Pengukurannya
dapat dilakukanntra assay (dalam satu kali analisis) danter assay (dilakukan
analisis selama 5 hari). Presisi ditentukan patiafs konsentrasi, harus memiliki
nilai koefisien variasi (KV) tidak lebih dari 15%ecuali LLOQ dimana nilai KV
tidak boleh lebih dari 20%.

2.6.3.4 Perolehan kembaRécovery)

Perolehan kembaliRgcovery) suatu analit adalah perbandingan respon
detektor yang diperoleh dari sejumlah analit yaitgnabahkan ke dalam matriks
biologi dan diekstraksi dari matiks biologi terstlengan respon detektor yang
diperoleh untuk kadar sebenarnya dari standar m@&®iolehan kembali tidak
harus 100%, tetapi tingkat perolehan kembali arddiht baku dalamirgternal
standard) harus konsisten, presisi, dan reprodusibel. gjpfehan kembali harus
dilakukan dengan membandingkan hasil analisis shrppda tiga rentang
konsentrasi yaitu rendah, sedang, tinggi dengamndatayang tidak diekstraksi
yang mewakili perolehan kembali 100%.
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2.6.3.5 Kurva Kalibrasi

Kurva kalibrasi adalah hubungan antara responumstn dan konsentrasi
analit yang diketahui. Kurva kalibrasi disiapkartasi@ matriks biologi yang sama
dengan sampel dengan menambahkan sejumlah analialaen matiks dengan
konsentrasi yang diketahui. Pemilihan konsentréamndar berdasarkan rentang
pada literatur atau penelitian. Kurva kalibrasdigrdari sampel blanko (matriks
sampel tanpa baku dalam), sampelo (matriks dengan baku dalam), dan 6-8

non-zero sampel yang mencakup rentang pengukuran, termasng.

a. Lower Limit of Quantification (LLOQ)
Standar terendah pada kurva kalibrasi harus digers@bagai LLOQ jika:
i.  Respon analit pada LLOQ minimal lima kali resgampel blanko
ii.  Puncak analit dapat diidentifikasi, tidak ada garmgg reprodusibel
dengan presisi 20% dan akurasi 80-120%.

b. Kurva Kalibrasi
Kurva kalibrasi dapat diterima jika memenuhi perayan berikut:
i. 20% simpangan dari nilai LLOQ dan 15% simpangan gganakan
standar selain LLOQ.
ii.  Setidaknya empat dari enam non zero sampel memegpersiyaratan

tersebut, termasuk LLOQ dan konsentrasi tertinggi kurva kalibrasi.

2.6.3.6 Stabilitas
Stabilitas obat dalam cairan biologis adalah fungkri kondisi
penyimpanan, sifat kimia obat, matriks dan sisteamypnpanan. Obat yang ada
dalam matriks biologis dapat terurai sewaktu pepgnan dan tidak dapat
terdeteksi sewaktu sampel dianalisis.
Semua penentuan stabilitas harus menggunakan sgammedisiapkan dari
larutan stok analit yang dibuat baru, dalam matbikdogis yang bebas analit dan

bebas gangguan. Jenis-jenis uji stabilitas ansama |
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a. Stabilitas Beku dan CaiF(eeze and Thaw Sability)

Stabilitas analit harus ditentukan setelah tigalusikbeku dan -cair.
Setidaknya tiga aliquot dari masing-masing konsentrrendah dan tinggi
disimpan pada suhu penyimpanan yang diinginkanreel24 jam dan dicairkan
pada suhu kamar. Ketika mencair seluruhnya, sanipekukan kembali selama
12-24 jam pada kondisi yang sama. Siklus bekudialang sebanyak dua kali,
kemudian analisis dilakukan pada siklus ketigaa dRalit tidak stabil pada suhu
yang diinginkan, maka uji dapat dilakukan dengamymepan sampel pada suhu

-70°C selama tiga siklus beku dan cair.

b. Stabilitas Suhu Jangka Pend&kdrt-Term Temperature Sability)
Tiga aliquot dari masing-masing konsentrasi rendaln tinggi harus
dicairkan pada suhu kamar dan disimpan pada suhselama 4-24 jam (atau
berdasarkan durasi yang diinginkan dimana sampabilstsesuai dengan

penelitian) kemudian dianalisis.

c. Stabilitas Jangka Panjanigofig-Term Stability)

Waktu penyimpanan pada evaluasi stabilitas janglajapg harus
melebihi waktu antara pengumpulan sampel pertarhadapai sampel terakhir
dianalisis. Stabilitas jangka panjang ditentukangd® menyimpan sedikitnya tiga
aliquot dari masing-masing konsentrasi rendah ohgit pada kondisi yang sama
seperti uji sampel. Konsentrasi dari semua sampglishdibandingkan dengan
rata-rata nilai perolehan kembali yang sesuai dekgasentrasi standar dari hari

pertama uji stabilitas jangka panjang.

d. Stabilitas Larutan StokXock Solution Stability)

Stabilitas larutan stok dari obat dan baku dalam$idievaluasi pada suhu
kamar selama minimal enam jam. Jika larutan stdleldikan selama periode
tertentu, stabilitas harus terdokumentasi. Setdetapainya waktu penyimpanan
yang diinginkan, stabilitas harus diuji dengan mantbngkan respon instrumen

terhadap larutan yang telah dibuat baru.
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Stabilitas Post-PreparatiP@st-Preparative Stability)
Stabilitas sampel yang diproses, termasuk wak@anselsampel berada di

dalam autosampler harus ditentukan. Stabilitas obat dan baku dalarush

ditetapkan selama waktu analisis untodtch dalam validasi sampel, dengan

menetukan konsentrasi berdasarkan kalibrasi standar

2.7

Metode Analisis Kurkumin

Berikut adalah beberapa studi yang berkaitan denggnde analisis

kurkumin dalam plasma yang telah dilakukan sebelfiamn

Farmakokinetika metabolit kurkumin terkonjugasi @asubyek manusia
sehat (Vareed, Kakarala, Ruffin, Crowell, Normol@juric & Brenner,
2008)

Kondisi :

Metode analisis menggunakan KCKT dengan detektor ddda panjang
gelombang 420 nm. Menggunakan kolom Waters pBork&gas0 x 4,6
mm; ukuran partikel 10 pm). Fase gerak yang digana&dalah asam
asetat-metanol-air (0,1: 65: 35 v/v/v) dan metgd@l0%) dengan metode
gradien. Laju alir yang digunakan 2,0 mL/menit. lgguanakan metode
ekstraksi cair-cair dengan etilasetat-metanol (98Y9) sebagai larutan
pengekstrak. Baku dalam yang digunakan addlv-estradiol asetat.

Kurva kalibrasi linear pada rentang 0,075 sampd @/ mL.

Kurkumin dalam plasma dan urin: penetapan kadagaterkromatografi

cair kinerja tinggi (Heath, Pruitt, Brenner, & Ro&003)

Kondisi :

Metode analisis menggunakan KCKT dengan autosangeésktor UV

pada panjang gelombang 262 nm. Menggunakan kolomterg/a
SymmetryShield® (150 x 3,9 mm, Waters, Milford, MBSA). Fase gerak
yang digunakan adalah asetonitril-metanol-agiesonized-asam asetat
(41:23:36:1,v/v) dengan laju alir 1,0 mL/menit. Mginakan metode

ekstraksi cair-cair dengan etilasetat-metanol (98"p) sebagai larutan
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pengekstrak. Baku dalam yang digunakan addlly-estradiol asetat.
Kurva kalibrasi linear pada rentang 0,2 sampaugOmL.

Pengembangan dan validasi metode kromatografi kiaérja tinggi fase
terbalik untuk penetapan kadar kurkumin dan pippdada plasma manusia
untuk studi farmakologi klinik (Sethi, Dua, MohantWishra, Jain &
Edwards, 2009).

Kondisi :

Metode analisis menggunakan KCKT Hitachi detektdf dlengan panjang
gelombang 415 nm. Menggunakan kolom Chrom@lithpeedROD RP-18
(4,6 mm x 50 mm, Merck). Fase gerak yang diguna@aiah asetonitril-
metanol-trikloroasetat-aqudeionized (17,6:35,3:0,1:47,0 v/v/v/v) dengan
laju alir 2,5 mL/menit dan digunakan dapar fosf& M pH 3,4.
Menggunakan metode ekstraksi cair-cair dengaasetifit-propanol (9:1
v/v) sebagai larutan pengekstrak. Baku dalam yaggnadkan adalaB-17-
estradiol asetat. Kurva kalibrasi linear pada negtd0-500 ng/mL (r >
0,99).

Studi Pilot Cross-Over untuk mengevaluasi bioavailabilitas oral BCM-95®
CG (BiocurcumaxTM) pada manusia, peningkatan pespakurkumin
(Antony, Merina, lyer, Judy, Lennertz & Joyal, 2008

Kondisi :

Metode analisis menggunakan KCKT dengan detektor gdda panjang
gelombang 420 nm. Menggunakan kolom ODS Phenomeri2s® x 4,6
mm, ukuran partikel 5,@m). Fase gerak yang digunakan adalah metanol
dengan laju alir 1,0 mL/menit. Menggunakan mete#letraksi cair-cair

dengan etilasetat sebagai larutan pengekstrak.
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Validasi metode untuk penetapan kadar kurkumin mdajslasma dan
jaringan otak dengan kromatografi cair kinerjagtindetektor fluoresensi
(Schriborr, Eckert, Rimbach, & Frank, 2010)

Kondisi :

Metode analisis menggunakan KCKT dengan autosampletektor
fluoresensi pada panjang gelombang eksitasi dasief2D dan 470 nm
untuk kurkumin, 280 dan 310 nm untpkL7-estradiol asetat. Menggunakan
kolom Jasco Reprosil-Pur Basic®g&75 x 2 mm, ukuran partikel 1,8 um)
dan guard kolom. Fase gerak yang digunakan adalah asetemigtanol-
aguadeionized-asam asetat (49:20:30:1,v/v) dengan laju alirrBl4menit.
Menggunakan metode ekstraksi cair-cair dengaasetiat-metanol (95:5
v/v) sebagai larutan pengekstrak. Baku dalam yaggnadkan adalaB-17-

estradiol asetat. Kurva kalibrasi linear pada neg3,05 sampai 10 pg/ mL.

Penetapan kadar kurkumin pada plasma tikus sedesimaksi cair-cair
menggunakan kromatografi cair-spektrometri massaga® penyemprot
lonik: pengembangan, validasi dan aplikasi padalistarmakokinetik
(Singh, Wajahudin, & Jain, 2010).

Kondisi :

Metode analisis menggunakan kromatografi cair-spektri massa dengan
penyemprot ionik (Applied Biosystems, MDS Sciex dimo, Canada).
Menggunakan kolom Supelco Discovery® (4,6 x 50 mukyran partikel
5,0 um ). Fase gerak yang digunakan adalah dapamiam asetat 0,01 M
(pH 4,5) dan asetonitril dengan perbandingan (180 dengan laju alir
0,5 mL/menit. Menggunakan metode ekstraksi cdir-cdengan
diklorometan-etilasetat (1:1 v/v) sebagai larutamgekstrak. Baku dalam
yang digunakan adalah biochanin. Kurva kalibrasedr pada rentang 10
sampai 2000 ng/ mL & 0,995).
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BAB 3
METODE PENELITIAN

3.1 Lokas dan Waktu
Penelitian dilakukan di Laboratorium Bioavailal@Btdan Bioekivalensi di
Departemen Farmasi FMIPA Universitas Indonesia, dRegelama 4 bulan

dimulai dari bulan Februari 2011 sampai dengan 204i1.

32 Alat

Kromatografi cair kinerja tinggi (LC-10ADVP, Shimadzu) dilengkapi
dengan Penghilang Gas (DGU-12#, Shimadzu), Pengendali Sistem (SCL-
10A VP, Shimadzu), Detektor UV (SPD-10AP, Shimadzu), Oven Kolom
(HPLC Oven TC 1900), injektor manual, koloms®&romasil 100-5 (250 x 4,6
mm, 5um) dan pengolah data pada komputer berugagieat lunak Clas¥P.
Lihat Gambar 3.1. Spektrofotometer UV-Vis (Shimaddy 1601), Syringe
(Hamilton), Timbangan analitik (Analytical BalanéeND GR-202), Filter eluen
0,45 pm (Whatman), Penghilang Gas (Elma S40H Elnie)soSentrifugator
(DSC-300SD & Spectrafuge 16 M), VortefMaxi Mix Il-Barnstead), Mikropipet
(Socorex Acura 825), Evaporator (TurboVap LBiye tip danYellow tip, Tabung
sentrifus Mikrotube, dan Alat-alat gelas

3.3 Bahan

Kurkumin (USP), Irbesartan (Hetero Labs Limited)tinkE Estradiol
(Beijing Zizhu Pharmaceutical), Kalium Losartan ddplLaboratories Limited),
Kurkuminoid (Merck), Asetonitril pro HPLC (Merck)Metanol pro HPLC
(Merck), Asam asetat (Mallinckrodt), Etil asetatgMhckrodt), Aquabidestilata
(Ikapharmindo Putramas Pharmaceutical Laboratoifda¥ma darah (PMI)
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34 CaraKerja

3.4.1 Pembuatan Larutan

3.4.1.1 Pembuatan Fase Gerak

Fase gerak dibuat sebanyak 500 mL dengan kom@s&onitril-metanol-
aquabidestilata-asam asetat (33:20:46:1). Sebab§akmL asetonitril, 100 mL
metanol, 230 mL aquabidestilata, dan 5 mL asamagsiétampur dan disaring
dengan menggunakan vakum dan filter 0,45 pm. Keanudihilangkan gas yang
terdapat di dalam larutan tersebut menggunakaensigenghilang gas.

3.4.1.2 Pembuatan Larutan Pengekstrak
Sebanyak 190 mL etil asetat dicampur dengan 10 ratamol. Didapat

larutan etil asetat-metanol (95:5 v/v).

3.4.1.3 Pembuatan Larutan Induk Kurkumin

Sebanyak 5,0 mg kurkumin dimasukkan ke dalam lakwr 10,0 mL,
larutkan dengan metanol. Kemudian ditambahkan métampai batas labu ukur
dan didapat konsentrasi 500 pg/mL. Pengencerakudtdan untuk mendapatkan

larutan tertentu.

3.4.1.4 Pembuatan Larutan Induk Kurkuminoid

Sebanyak 5,0 mg kurkuminoid dimasukkan ke dalam latur 10,0 mL,
larutkan dengan metanol. Kemudian ditambahkan métampai batas labu ukur
dan didapat konsentrasi 500 pg/mL. Pengencerakudida untuk mendapatkan

larutan tertentu.

3.4.1.5 Pembuatan Larutan Induk Irbesartan

Sebanyak 5,0 mg irbesartan dimasukkan ke dalam u&bow 10,0 mL,
larutkan dengan metanol. Kemudian ditambahkan mésampai batas labu ukur
dan didapat konsentrasi 500 pg/mL. Pengenceraku#léa untuk mendapatkan

larutan tertentu.
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3.4.1.6 Pembuatan Larutan Induk Kalium Losartan

Sebanyak 5,0 mg kalium losartan dimasukkan ke daédon ukur 10,0
mL, larutkan dengan metanol. Kemudian ditambahkatanol sampai batas labu
ukur dan didapat konsentrasi 500 pg/mL. Pengencedéakukan untuk

mendapatkan larutan tertentu.

3.4.1.7 Pembuatan Larutan Induk Etinil Estradiol

Sebanyak 5,0 mg etinil estradiol dimasukkan kerdd&bu ukur 10,0 mL,
larutkan dengan metanol. Kemudian ditambahkan métsampai batas labu ukur
dan didapat konsentrasi 500 pg/mL. Pengencerakuiida untuk mendapatkan

larutan tertentu.

3.4.2 Tahapan Penelitian

3.4.2.1 Penetapan Panjang Gelombang Analisis

Larutan induk kurkumin, irbesartan, kalium losartdan etinil estradiol
masing-masing diencerkan hingga diperoleh kons&nt@,0 pg/mL. Masing-
masing larutan tersebut diukur nilai serapannyaapsuektrofotometer UV-Vis
dan dibuat kurva serapannya. Nilai panjang gelomlmaksimum untuk masing-

masing senyawa dipilih untuk analisis.

3.4.2.2 Optimasi Kondisi Analisis

a. Pemilihan Komposisi Fase Gerak

Larutan induk kurkuminoid diencerkan dengan metdmogga diperoleh
konsentrasi 10,ug/mL. Sebanyak 20 pL aliquot disuntikkan ke dala@KR
dengan fase gerak asetonitril-metanol-aguabid&siisam asetat (49:20:30:1)
sebagai kondisi awal (Sciborr, Eckert, Rimbach, r@ark, 2010). Laju alir yang
digunakan sebesar 1,0 mL/menit dan hasil elusi telide pada panjang
gelombang analisis. Kemudian dicatat waktu ret@gisidihitung faktor ikutan (i),
jumlah lempeng teoritis (N), dan HETP.
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Selanjutnya disuntikkan larutan kurkuminoid ke dalalat KCKT dengan
memvariasikan komposisi fase gerak sebagai berikut:
i.  Asetonitril-metanol-aquabidestilata-asam aseta?2(#G9:1)
ii.  Asetonitril-metanol-aquabidestilata-asam asetat?(B36:1)
Deteksi dilakukan pada panjang gelombang tergdldmudian dicatat waktu
retensi (), dihitung faktor ikutan (9, jumlah lempeng teoritis (N), dan HETP.

b. Penentuan Waktu Retensi
Larutan induk kurkumin, irbesartan, kalium losartdian etinil estradiol

masing-masing diencerkan hingga diperoleh kons&n®,0 pg/mL. Sebanyak
20 pL aliquot masing-masing larutan disuntikkan #&alam KCKT dengan
komposisi fase gerak sebagai berikut:

I.  Asetonitril-metanol-aquabidestilata-asam aseta?(%30:1)

il.  Asetonitril-metanol-aquabidestilata-asam aseta?(%39:1)

li.  Asetonitril-metanol-aquabidestilata-asam asetat2(R46:1)

Selanjutnya, waktu retensk)tyang diperoleh dicatat.

c. Pemilihan Baku Dalam untuk Analisis Kurkumin dal&asman Vitro

Disiapkan 3 replikat 0,5 mL plasma yang mengandkungumin dengan
konsentrasi tertentu dan dimasukkan ke dalam takengifus. Selanjutnya, pada
masing-masing replikat ditambahkan 40 pL irbesafl®® pg/mL), etinil estradiol
(100 pg/mL), kalium losartan (100 pg/mL) bertunutst dan dikocok dengan vortex
selama 30 detik. Lalu dilakukan penambahan larpemgekstrak campuran etil
asetat- metanol (95:5) sebanyak 2,0 mL dan dikaesigan vortex selama 3 menit
dilanjutkan dengan sentrifugasi selama 10 menitgaenkecepatan 4000 rpm.
Setelah itu, sebanyak 1,0 mL lapisan organik dibmin dimasukkan ke dalam
tabung reaksi. Kemudian dikeringkan menggunakan rgaegen suhu 60°C.
Ekstrak kering yang dihasilkan direkonstitusi da2b® L fase gerak dan divortex
selama 30 detik serta disentrifus selama 5 memgate kecepatan 10.000 rpm.
Sebanyak 20 pL aliquot disuntikkan ke dalam KCKT.
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d. Pemilihan Kecepatan Aliran Fase Gerak untuk Arslisi
Larutan yang mengandung kurkumin dengan konsertfagg/mL dan
baku dalam terpilih (irbesartan) dengan konsentrd8i ug/mL disiapkan.
Selanjutnya disuntikkan ke dalam alat KCKT sebany2® pL aliquot
menggunakan fase gerak terpilih asetonitril-metagpiabidestilata-asam asetat
(33:20:46:1). Laju alir yang digunakan adalah 1,0/mrenit kemudian
divariasikan menjadi 1,2 mL/menit dan 0,8 mL/memiemudian dicatat waktu

retensi (&), dihitung faktor ikutan (i), jumlah lempeng teoritis (N), dan HETP.

e. Optimasi penyiapan sampel

Sebanyak 0,5 mL plasma yang mengandung kurkumigaterkonsentrasi
tertentu dimasukkan ke dalam tabung sentrifus.nfidfeya, ditambahkan 40 pL
baku dalam Irbesartan (100 pg/mL) dan dikocok dengatex selama 30 detik.
Kemudian dilakukan optimasi penyiapan sampel meglippptimasi volume
penambahan larutan pengekstrak dan waktu pengacaolegan vortex.

Pada tahap optimasi volume larutan pengekstrakkukn penambahan
larutan campuran etil asetat-metanol (95:5). Peaaarb larutan pengekstrak ini
divariasikan yaitu 1,0 , 2,0 dan 3,0 mL. Setelah dilakukan optimasi waktu
pengocokkan dengan vortex. Plasma yang telah ditiakaln larutan pengekstrak
tersebut dikocok menggunakan vortex dengan waktmggqmokkan yang
divariasikan yaitu 1, 2 dan 3 menit. Tahap selaymtadalah sentrifugasi selama 10
menit dengan kecepatan 4000 rpm. Kemudian lapisganik diambil dan
dimasukkan ke dalam tabung reaksi lalu diuapkanggnamakan gas nitrogen suhu
60 °C. Ekstrak kering yang dihasilkan direkonstitusiada 200 pL fase gerak dan
dikocok menggunakan vortex selama 30 detik sesantlifus selama 5 menit
dengan kecepatan 10.000 rpm. Sebanyak 20 pL alidgontikkan ke dalam
KCKT.
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f.  Uji Kesesuaian Sistem
Larutan campuran kurkumin dengan konsentrasug/tL dan baku dalam
Irbesartan dengan konsentrasi 5,0 pg/mL disumikéebanyak 20,0 pL ke alat
KCKT dengan kondisi analisis terpilih yaitu menggkan fase gerak asetonitril-
metanol-aquabidestilata-asam asetat (33:20:46:1) lda alir 1,0 mL/menit.
Kemudian dicatat waktu retensg)t dihitung faktor ikutan (i, jumlah lempeng
teoritis (N), HETP, dan presisi pada lima kali pemykan.

3.4.2.3 Penyiapan Sampel

Sebanyak 0,5 mL plasma yang mengandung kurkumigaserkonsentrasi
tertentu dimasukkan ke dalam tabung sentrifus.nfigfeya, ditambahkan 40 pL
baku dalam Irbesartan (100 pg/mL) dan dikocok menggan vortex selama 30
detik. Lalu dilakukan penambahan larutan pengdaksttd asetat-metanol (95:5)
sebanyak 2,0 mL dan dikocok dengan vortex kemleddinga 3 menit dilanjutkan
dengan sentrifugasi selama 10 menit dengan kecepil@0 rpm. Setelah itu,
sebanyak 1,0 mL lapisan organik diambil dan dimkaok<e dalam tabung reaksi.
Kemudian diuapkan menggunakan gas nitrogen suhiC6@&kstrak kering yang
dihasilkan direkonstitusi dalam 200 pL fase gerak diikocok dengan vortex
selama 30 detik serta disentrifus selama 5 membate kecepatan 10.000 rpm.
Sebanyak 20 pL aliquot disuntikkan ke dalam KCKnhgdn kondisi analisis
terpilih yaitu menggunakan fase gerak asetonitetanol-aquabidestilata-asam
asetat (33:20:46:1) dan laju alir 1,0 mL/menit.

3.4.2.4 Validasi Metode Bioanalisis Kurkumin dal@masmdn Vitro

a. Uji Interferensi Hasil Pengotoran Plasma/Uji Spegds
Sebanyak 0,5 mL plasma dimasukkan ke dalam talsemdyifus. Lalu
dilakukan penambahan larutan pengekstrak etil tasattanol (95:5) sebanyak 2,0
mL dan dikocok dengan vortex selama 3 menit, dikan dengan sentrifugasi
selama 10 menit dengan kecepatan 4000 rpm. Séielaebanyak 1,0 mL lapisan
organik diambil dan dimasukkan ke dalam tabung sieakemudian diuapkan

menggunakan gas nitrogen suhlP60Ekstrak kering yang dihasilkan direkonstitusi
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dalam 200 pL fase gerak dan dikocok dengan vorsanm 30 detik serta
disentrifus selama 5 menit dengan kecepatan 10@00Supernatan hasil ekstraksi
sebanyak 20,0 uL aliquot disuntikkan ke alat KCKehgan kondisi analisis terpilih
yaitu fase gerak asetonitril-metanol-aquabidestitsgam asetat (33:20:46:1)
dengan laju alir 1,0 mL/menit. Diamati apakah adagak pengotor atau
pengganggu dalam plasma.

b. Pengukuran Batas Kuantitasi TerendabOQ)

Larutan kurkumin dalam plasma dibuat dengan katngsi bertingkat
dengan penambahan baku dalam Irbesartan (100 pgkemudian masing-
masing larutan diekstraksi sesuai dengan cara gearisampel. Sebanyak 20,0
pL aliquot disuntikkan ke alat KCKT dengan kondenalisis terpilih yaitu
menggunakan fase gerak asetonitril-metanol-aqustilial@-asam asetat
(33:20:46:1) dan laju alir 1,0 mL/menit.

Dari data literatur (Vareed et al, 2008), diperatdhi LLOQ sebesar 75,0
ng/mL. Selanjutnya, larutan kurkumin dalam plasniauat dengan konsentrasi
setengah atau seperempat dari nilai LLOQ liter&tusebut. Sebanyak 20,0 pL
aliquot hasil ekstraksi disuntikkan ke alat KCKTarDdata pengukuran kemudian
dihitung nilai % diff dan koefisien variasinya (KV). LLOQ adalah kondisi
terendah yang menunjukkan akurasi (nilaicif) tidak lebih dari 20%, serta

presisi (koefisien variasi) tidak lebih dari 20%.

c. Uji Selektivitas Metode Analisis dalam Plasma
Plasma yang mengandung kurkumin pada konsentlaSiQLdisiapkan

menggunakan enam plasma dari sumber yang berbetknjinya dilakukan
ekstraksi seperti pada cara penyiapan sampel. $ab&®,0 pL disuntikkan ke
alat KCKT dengan kondisi analisis terpilih yaitu mggunakan fase gerak
asetonitril-metanol-aquabidestilata-asam asetat2(386:1) dan laju alir 1,0
mL/menit. Ada atau tidaknya gangguan (interferemi$trak plasma di sekitar
waktu retensi kurkumin dan baku dalam diamati, kdiaru dihitung nilai presisi
(koefisien variasi) dan akurasinya (#).
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d. Pembuatan Kurva Kalibrasi

Sampel blanko (plasma tanpa baku dalam), samgpel(plasma dengan
baku dalam), serta 6-8 sampeh-zero (plasma dengan analit termasuk LLOQ)
dengan konsentrasi terpilih yaitu 20,6; 51,5; 10315,0; 1030,0; 2060,0; 4120,0
ng/mL disiapkan dengan penambahan baku dalam @rtaes 100 pg/ml).
Ekstraksi dilakukan seperti pada cara penyiapanpsbnBSebanyak 20,QL
aliquot masing-masing larutan tersebut disuntikkaralat KCKT dengan kondisi
analisis terpilih yaitu menggunakan fase gerakoasieil-metanol-aquabidestilata-
asam asetat (33:20:46:1) dan laju alir 1,0 mL/meSetelah itu regresi
perbandingan luas puncak (y) terhadap konsentnaglitadalam plasma (x)
dengan persamaan (y = a + bx) dari masing-masimgekdrasi dianalisis dan

disiapkan kurva kalibrasinya.

e. Uji Linearitas
Dari data pengukuran pada pembuatan kurva kalitkasudian dianalisis
dengan regresi luas puncak terhadap konsentrakurkumr dalam plasma dan

diperoleh koefisien korelasi (r) yang menunjukkaedritasnya.

f. Uji Akurasi dan Presisi

Larutan kurkumin dalam plasma konsentrasi rendé®,0¢4 ng/mL),
sedang (1654,40 ng/mL), dan tinggi (3308,80 ng/miiyiapkan dengan
penambahan baku dalam (Irbesartan 100 pg/ml). &sstdilakukan seperti pada
cara penyiapan sampel. Sebanyak 2@.0aliquot disuntikkan ke alat KCKT
dengan kondisi analisis terpilih yaitu menggunaleae gerak asetonitril-metanol-
aquabidestilata-asam asetat (33:20:46:1) dan IBjul® mL/menit. Prosedur
tersebut diulang sebanyak lima kali untuk masingingakonsentrasi. Dari data
yang diperoleh, dihitung perbedaan nilai terukungden nilai sebenarny&(diff)
dan nilai koefisien variasinya (KV) pada masing-mgsonsentrasi. Uji akurasi

dan presisi dilakukan secdrdra-day daninter-day selama lima hari.
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g. Uji Perolehan Kembali% recovery)

Larutan kurkumin dalam plasma konsentrasi rendé®,04 ng/mL),
sedang (1654,40 ng/mL), dan tinggi (3308,80 ng/miiyiapkan dengan
penambahan baku dalam (Irbesartan 100 pg/ml). &sstdilakukan seperti pada
cara penyiapan sampel. Sebanyak 2@d,0disuntikkan ke alat KCKT dengan
kondisi analisis terpilih yaitu menggunakan faseralge asetonitril-metanol-
aquabidestilata-asam asetat (33:20:46:1) dan Il@jul® mL/menit. Prosedur
tersebut diulang sebanyak lima kali untuk masingintakonsentrasi. Dari data
yang diperoleh, dihitung perbandingan nilai terukiari konsentrasi kurkumin
dalam plasma dengan nilai yang sebenarfiysetovery).

3.4.2.5 Uji Stabilitas

a. Stabilitas larutan stok
Dibuat larutan stok kurkumin dengan konsentrasigdnl dan larutan
baku dalam dengan konsentrasi 5 pg/mL. Kemudiaridardisimpan pada suhu
kamar dengan rentang waktu O, 6, dan 24 jam. Saftdgrutan disimpan pada
lemari pendingin (suhu 4°C) dengan rentang waktw,014, 21, dan 28 hari.
Sebanyak 20,0 pL aliquot larutan disuntikkan ke le@KT dengan kondisi analisis
terpilih yaitu menggunakan fase gerak asetonitetanol-aquabidestilata-asam
asetat (33:20:46:1) dan laju alir 1,0 mL/menit. dkejketidakstabilan zat dapat
diamati dengan menghiturtg diff dan mengamati luas puncak kromatogram. %
diff dihitung dengan cara membandingkan respon instruohae larutan stok yang

telah disimpan terhadap larutan stok yang disiagkaaat sebelum disuntikkan.

b. Stabilitas beku caiFreeze and Thaw stability)

Larutan kurkumin dalam plasma konsentrasi rend@&0&6 ng/mL), dan
tinggi (3308,08 ng/mL) disiapkan. Selanjutnya dillklin tiga siklus beku-cair.
Setelah itu, ditambahkan baku dalam (Irbesartan @@0nl) dan dilakukan
ekstraksi seperti pada cara penyiapan sampel dswmntikkan tiga aliquot
sebanyak 20,0L untuk masing-masing konsentrasi ke alat KCKT @enigondisi

analisis terpilih yaitu menggunakan fase gerakoesieil-metanol-aquabidestilata-
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asam asetat (33:20:46:1) dan laju alir 1,0 mL/me@gjala ketidakstabilan zat
dapat diamati dengan menghitung diff dan mengamati luas puncak

kromatogram.

c. Stabilitas suhu jangka pendetért-Term Temperature Stability)

Larutan kurkumin dalam plasma konsentrasi rend&y06 ng/mL), dan
tinggi (3308,08 ng/mL) disiapkan. Selanjutnya laruttersebut disimpan pada
suhu kamar dengan rentang waktu 0, 6, dan 24 jateleh itu, dilakukan ekstraksi
seperti pada cara penyiapan sampel dan disuntiid@mliquot sebanyak 20,0
untuk masing-masing konsentrasi ke alat KCKT denrigamdisi analisis terpilih
yaitu menggunakan fase gerak asetonitril-metano&bigestilata-asam asetat
(33:20:46:1) dan laju alir 1,0 mL/menit. Gejalaillakstabilan zat dapat diamati
dengan menghitung diff dan mengamati luas puncak kromatogram.

d. Stabilitas jangka panjanfigng-Term Temperature Sability)

Larutan kurkumin dalam plasma konsentrasi rend@p0@6 ng/mL), dan
tinggi (3308,08 ng/mL) disiapkan. Selanjutnya laruttersebut disimpan pada
lemari pendingin (-26C)selama penelitian berlangsung. Pada hari kedgrv 14,
larutan dianalisis dengan melakukan ekstraksi sigpeta cara penyiapan sampel.
Disuntikkan tiga aliquot sebanyak 2Q;0 untuk masing-masing konsentrasi ke
alat KCKT dengan kondisi analisis terpilih yaitu mygunakan fase gerak
asetonitril-metanol-aquabidestilata-asam asetat2(386:1) dan laju alir 1,0
mL/menit. Gejala ketidakstabilan zat dapat diand@ingan menghitungo diff

dan mengamati luas puncak kromatogram.

Universitas Indonesia

Validasi metode ..., Loedfiasfiati Adawiyah, FMIPA Ul, 2011



BAB 4
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1  Penetapan Panjang Gelombang Analisis

Pada penelitian ini, pemilihan panjang gelombanglisis dilakukan
dengan menggunakan alat spektrofotometer UV-Viay&&a zat aktif kurkumin
dan baku dalam irbesartan dibuat spektrum serapaday kemudian dibuat
overlay antara kedua spektrum tersebut. Spektrum serapag ygihasilkan
memperlihatkan bahwa kurkumin berada pada panjahgndpang sinar visual
(sinar tampak) yaitu 420 nm sedangkan baku daldresartan berada pada
panjang gelombang sinar UV vyaitu 250 nm sehinggperdieh panjang
gelombang optimum untuk analisis yaitu 257 nm. palpgmilihan panjang
gelombang analisis tersebut diulangi untuk senykalaim losartan dan etinil
estradiol. Panjang gelombang maksimum kedua senyawg diperoleh adalah
250 nm untuk kalium losartan dan 280 nm untuk keé@siradiol dimana spektum
serapan yang dihasilkan tidak berpotongan dengehktrsin serapan kurkumin
sehingga tidak diperoleh panjang gelombang optimum.

Selanjutnya, penetapan panjang gelombang analiguklan dengan
menggunakan alat KCKT. Pada panjang gelombang aptimluas puncak
kurkumin yang diperoleh adalah sebesar 126315 das puncak irbesartan
sebesar 229853. Sedangkan pada panjang gelomb&sgrmam masing-masing,
yaitu panjang gelombang 420 nm untuk kurkumin da@ @m untuk irbesartan,
diperoleh luas puncak sebesar 622773 dan 2394@& lneturut untuk kurkumin
dan irbesartan. Sementara luas puncak untuk kdbsartan dan etinil estradiol
adalah 171555 dan 34470. Hal inilah yang menjasiadenengapa pada penelitian
ini digunakan dua panjang gelombang maksimum unmhdsing-masing zat
dengan gradien panjang gelombang pada menit ke-16.

Dilakukan gradien panjang gelombang untuk mengsisalkurkumin
secara optimal agar diperoleh nilai LLOQ yang sekexingkin. Nilai LLOQ
yang kecil menunjukkan semakin sensitifnya suatdodee analisis. Data luas
puncak dan spektrum serapan senyawa zat aktif diédgeit pada Tabel 4.1 dan

Gambar 4.1 sampai Gambar 4.3.
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4.2  Optimas Kondis Analisis

4.2.1 Pemilihan Komposisi Fase Gerak

Pada tahap pemilihan komposisi fase gerak digunakamutan
kurkuminoid karena kurkumin merupakan salah satui dma senyawa
kurkuminoid. Oleh karena itu, kurkumin perlu digi&an terlebih dahulu dengan
senyawa-senyawa kurkuminoid lainnya. Hal ini beran agar kurkumin dapat
dianalisis secara kuantitatif tanpa ada gangguam sknyawa kurkuminoid
lainnya (selektivitas dan spesifisitas) sehingdaadipkan metode analisis yang
diperoleh dapat diaplikasikan untuk sediaan yangngaedung kurkumin dan
kurkuminoid yang telah beredar.

Komposisi fase gerak sebagai kondisi awal adalatoasril-metanol-
aguabidestilata-asam asetat (49:20:30:1) (Scildeckert, Rimbach, & Frank,
2010 ) dengan laju alir 1,0 mL/menit. Pada kontgissenyawa kurkumin belum
terpisah dari senyawa kurkuminoid lainnya dengaktwaetensi yang sangat
singkat yaitu 6,050 menit. Kemudian komposisi faggak diubah menjadi
asetonitril-metanol-aquabidestilata-asam asetat2(489:1) dan (33:20:46:1)
masing-masing dengan laju alir 1,0 mL/menit.

Pada kondisi fase gerak asetonitril-metanol-aquidta-asam asetat
(40:20:39:1) dan laju alir 1,0 mL/menit, kurkumialbm terpisah sepenuhnya dari
senyawa kurkuminoid lainnya. Pada kondisi asetbnitetanol-aquabidestilata-
asam asetat (33:20:46:1) dan laju alir 1,0 mL/mekitrkumin dapat terpisah
dengan baik dari senyawa kurkuminoid lainnya dengaktu retensi (tRp1,317
menit, faktor ikutan (Tf) 1,15, resolusi (R) 2,4amlah lempeng teoritis (N)
8787,23 dan HETP 0,0284.

Dari hasil percobaan, komposisi fase gerak terseimrberikan jumlah
lempeng teoritis yang besar, nilai HETP yang kdaltfor ikutan mendekati satu
(simetris), dan dengan kondisi fase gerak ini padenatogram plasma blanko
tidak ada puncak yang mengganggu pada waktu rekemkumin. Data lebih
lengkap dapat dilihat pada Tabel 4.2 dan Tabel 4.3
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4.2.2 Penentuan Waktu Retensi

Baku dalam yang hendak diujikan pada penelitian adalah etinil
estradiol, irbesartan, dan kalium losartan. Denganggunakan sistem yang telah
terpilih sebelumnya, disuntikkan larutan standarkimin, etinil estradiol,
irbesartan, dan kalium losartan masing-masing L@/6L ke alat KCKT. Untuk
memastikan pemisahan ketiga baku dalam yang demgan kurkumin, sebanyak
20 pL aliguot larutan kurkumin, etinil estradiotbésartan, dan kalium losartan
masing-masing disuntikkan ke alat KCKT menggunakamposisi fase gerak
asetonitril-metanol-aquabidestilata-asam asetat2(430:1), asetonitril-metanol-
aquabidestilata-asam asetat (40:20:39:1), asatangtanol-aquabidestilata-asam
asetat (33:20:46:1).

Pada komposisi fase gerak pertama yaitu asetemétanol-
aguabidestilata-asam asetat (49:20:30:1) waktunsetgang diperoleh untuk
kurkumin adalah 6,050 menit, etinil estradiol & &denit, irbesartan 4,633 menit,
dan kalium losartan 4,492 menit. Sedangkan padap&eisi fase gerak kedua
yaitu asetonitril-metanol-aquabidestilata-asam aaset0:20:39:1) waktu retensi
yang diperoleh untuk kurkumin adalah 10,553 maegtihil estradiol 8,742 menit,
irbesartan 6,853 menit, dan kalium losartan 6,308nim Sementara pada
komposisi fase gerak ketiga yaitu asetonitril-metaquabidestilata-asam asetat
(33:20:46:1) waktu retensi yang diperoleh untukkiammin adalah 21,200 menit,
etinil estradiol 14,250 menit, irbesartan 10,88imelan kalium losartan 9,458
menit.

Hasil percobaan menunjukkan bahwa pada komposise fgerak
asetonitril-metanol-aquabidestilata-asam asetal(386:1) ketiga senyawa yang
diujikan dapat digunakan sebagai baku dalam kaneemiliki pemisahan yang
baik terhadap kurkumin. Data selengkapnya dapahadilpada Gambar 4.5,
Gambar 4.7, dan Gambar 4.9.
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4.2.3 Pemilihan Baku Dalam untuk Analisis Kurkumin dal&asman Vitro

Penelitian ini mengadaptasi metode analisis yala) @ipublikasikan oleh
Vareed et al. (2008), metode tersebut menggunfkefestradiol asetat sebagai
baku dalam. Namun, senyawkl7-estradiol asetat sulit diperoleh sehingga
senyawa yang dipilih sebagai baku dalam adalafil estradiol yang mempunyai
kemiripan struktur denggi17-estradiol asetat.

Selanjutnya, etinil estradiol diekstraksi di dalatasma secaran vitro,
dan dianalisis dengan komposisi fase gerak terphisilnya etinil estradiol
terekstraksi dengan baik pada waktu retensi 14,#&fhit. Awalnya, pada
penelitian ini hanya digunakan etinil estradiol agdi baku dalam, tetapi pada
pelaksanaannya ternyata penggunaan etinil estradibhgai baku dalam ini
menemui kendala. Kendala tersebut yaitu pada plddamko terdapat gangguan
di sekitar waktu retensi etinil estradiol dan sulituk dihilangkan sehingga perlu
dilakukan percobaan menggunakan senyawa lain se@gadalam.

Berdasarkan kondisi dan bahan yang terdapat dirdédmium dan
ditunjang dengan studi literatur, diperoleh duaysgra yang selanjutnya diujikan
sebagai baku dalam yaitu irbesartan dan kaliunrtasaDari literatur (Ganesan,
Nanjundan, Gomathi & Muralidharan, 2010), senyaw@esartan dan kalium
losartan dapat diekstraksi menggunakan larutan gestigak etil asetat & n-
heksan (80:20) dengan fase gerak metanol-dapar ammoformat (20:80).
Untuk melihat apakah irbesartan dapat dianalisigde sistem yang telah dipilih
sebelumnya, maka kedua senyawa ini diekstrak mevadgun larutan pengekstrak
etil asetat-metanol (95:5) dan disuntikkan ke dal&@KT menggunakan
komposisi fase gerak terpilih yaitu asetonitril-aredl-aqua bidestilata-asam
asetat (33:20:46:1).

Dari percobaan yang telah dilakukan, irbesartan Halium losartan
terekstraksi dari plasma. Waktu retensi dari irtlesal0,550 menit dan kalium
losartan 9,750 menit. Hasil tersebut kemudian dibsgkan dengan plasma
blanko untuk melihat ada tidaknya pengganggu digekiromatogram baku
dalam. Setelah plasma blanko dengan kromatograngalagguan disekitar waktu
retensi dari kedua jenis baku dalam dibandingkgerdleh kesimpulan bahwa

disekitar waktu retensi kalium losartan terdapatggman-gangguan dari plasma
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sehingga baku dalam terpilih adalah irbesartan wWiamtdak ada gangguan
disekitar waktu retensi irbesartan. Data lebih kapgdapat dilihat pada Gambar
4.10 sampai Gambar 4.12.

Rumus struktur irbesartan tidak serupa dengan rustuktur senyawa
yang kurkumin. Namun, penggunaan irbesartan sebbgku dalam dapat
diterima karena sifat dan karakteristik irbesarta@menuhi kriteria untuk
penggunaan baku dalam pada KCKT berdasarkan JokliasoB&tevenson.

Baku dalam digunakan untuk mengurangi kesalahaamsel proses
analisis, khususnya kesalahan pada saat melakkktmalesi obat dari plasma dan
kesalahan dalam volume suntikan, yang akan mempgmgaas puncak yang
dihasilkan. Penyimpangan kecil selama proses amalspat berdampak besar
bagi kesalahan hasil analisis, sehingga penamhadian dalam dapat membantu
mengurangi penyimpangan-penyimpangan tersebut.a8enaku yang diketahui
jumlahnya ditambahkan pada senyawa uji, kemudiampogan itu dibuat untuk
disuntikkan ke KCKT dan dianalisis pada kondisipiién. Luas puncak baku
dalam harus terpisah dengan luas puncak analitispean yang baik yaitu bila
nilai resolusi lebih dari 1,5 (Johnson & Stevens®f891). Pertimbangan lain
adalah puncak pengotor atau gangguan dari plasta& tholeh mengganggu
puncak dari baku dalam.

4.2.4 Pemilihan Kecepatan Aliran Fase Gerak untoéliais

Selanjutnya dilakukan optimasi kecepatan alirese fgerak terpilih. Laju
alir yang digunakan semula adalah 1,0 mL/menit kdiemudivariasikan menjadi
0,8 mL/menit dan 1,2 mL/menit. Laju alir terpilddalah 1,0 mL/menit karena
memberikan nilai R, Tf, N dan HETP yang baik. Nilesolusi (R) yang diperoleh
yaitu 16,46, faktor ikutan (Tf) 1,12, jumlah lempeteoritis (N) 10373,34, dan
HETP 0,0241.

Pada kondisi laju alir 0,8 mL/menit, waktu analigang diperlukan lebih
lama dari laju alir 1,0 mL/menit sehingga menguragfisiensi waktu analisis.
Pada kondisi laju alir 1,2 mL/menit, waktu retedari baku dalam terlalu singkat
sehingga dikhawatirkan akan tergganggu oleh adf®ysyotor/gengguan dari
plasma. Data dapat dilihat pada Tabel 4.4 dan Gamba sampai Gambar 4.15.
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4.2.5 Uji Kesesuaian Sistem

Uji kesesuaian sistem ini perlu dilakukan sebefugetode analisis terpilih
dilaksanakan. Secara normal terdapat variasi dagkralatan dan teknik analisis
sehingga uji kesesuaian sistem perlu dilakukan kunttemastikan sistem
operasional akhir adalah efektif dan memberikarl yasg sesuai dengan tujuan
analisis. Selain itu, uji ini dapat memberikan jaam bahwa sistem kromatografi
yang digunakan akan bekerja dengan baik selam#ianatrlangsung.

Dari hasil analisis 5 kali penyuntikan, dihitungrpandingan luas puncak
antara zat aktif dengan baku dalam. Diperoleh niKeefisien variasi dari
perbandingan luas puncak adalah sebesar 0,51% up&tsesuaian sistem dapat
dilihat pada Tabel 4.5.

4.3  Optimas dan Cara Penyiapan Sampel

Sebelum dianalisis menggunakan KCKT, kurkumin dalglasma perlu
diekstraksi terlebih dahulu dari komponen plasmagyemengganggu, khususnya
protein. Ekstraksi kurkumin dalam plasma dilakukengan cara ekstraksi cair-cair
menggunakan campuran larutan etil asetat-metar@b)(9 Penyiapan sampel
dengan menggunakan ekstraksi cair cair ini bertuistuk memisahkan analit
dari gangguan yang ada dalam plasma seperti proi@m senyawa endogen
lainnya. Selain itu juga untuk memekatkan analieka adanya tahap penguapan
agar diperoleh hasil yang sensitif.

Pertama-tama, 0,5 mL plasma yang mengandung kunkud@ngan
konsentrasi tertentu ditambahkan 40 pL baku dalesartan (100 pg/mL) dan
dikocok menggunakan vortex selama 30 detik agacamgpur. Selanjutnya
ditambahkan larutan pengekstrak etil asetat-meté@mb), penambahan larutan
pengekstrak ini bertujuan untuk menarik kurkumimi gdasma. Proses ekstraksi
dipengaruhi oleh volume larutan pengekstrak yatgribahkan, oleh karena itu
perlu dilakukan optimasi volume penambahan largngekstrak agar kurkumin
dalam plasma terekstraksi dengan baik. Berdasapernobaan, luas puncak
kurkumin dan gangguan yang terdapat pada kromatogtari variasi volume
penambahan larutan pengekstrak dibandingkan. Julatatan pengekstrak yang
dipilih adalah 2,0 mL yaitu 4 kali jumlah plasmam@ina luas puncak yang
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dihasilkan besar dan tidak terdapat gangguan tesma. Sedangkan volume larutan
pengekstrak 1,0 mL luas puncak yang dihasilkan|kd@n terdapat gangguan
disekitar waktu retensi kurkumin sehingga mengganggalisis. Pada jumlah
larutan pengekstrak 3,0 mL, luas puncak yang dkesilebih kecil dan tidak
terdapat gangguan dari plasma.

Setelah itu, plasma yang telah ditambahkan larptnrgekstrak dikocok
menggunakan vortex. Pada tahap pengocokan iniadtegproses penarikan
kurkumin dari plasma oleh etil asetat-metanol (p=&hingga perlu dilakukan
optimasi waktu pengocokan dengan vortex agar kumkuyang ditarik dari
plasma optimal. Waktu pengocokan dengan vortexliteigdalah 3 menit karena
memberikan luas puncak lebih besar dibandingkargaterwakiu pengocokan
dengan vortex selama 1 dan 2 menit. Data optimasyippan sampel lebih
lengkap dapat dilihat pada Tabel 4.6 dan Tabel 4.7

Tahap selanjutnya adalah sentrifugasi selama 10t ™dengan kecepatan
4000 rpm. Sentrifugasi berfungsi untuk memisahkarutén sehingga larutan
pengekstrak terpisah dari protein-protein plasnelade proses pengocokan. Setelah
itu, lapisan organik diambil dan dipisahkan. Kenanddikeringkan menggunakan
gas nitrogen suhu 6. Hal tersebut bertujuan untuk menguapkan etthakarena
sifat etil asetat yang nonpolar dapat merusak kolewn Ekstrak kering yang
dihasilkan direkonstitusi dalam 200 pL fase gerak diikocok dengan vortex
selama 30 detik serta disentrifus selama 5 memgale kecepatan 10.000 rpm.
Selanjutnya, sebanyak 20 pL aliquot disuntikkard&am KCKT. Penguapan etil
asetat dan rekonstitusi dalam sejumlah kecil fasekg berperan menambah

kepekatan kurkumin sehingga diharapkan metode goumakan lebih sensitif.

4.4 Validas Metode Analisis Kurkumin dalam Plasma I n Vitro

4.4.1 Uiji Interferensi Hasil Pengotoran Plasma&jjesifisitas

Uji interferensi dilakukan untuk melihat kemungkmadanya gangguan dari
protein plasma pada waktu retensi zat aktif danubd#&lam. Uji ini dilakukan
dengan melakukan ekstraksi cair-cair pada plasmsorkp seperti pada cara
penyiapan sampel. Setelah diekstraksi dan dipersigiernatan hasil ekstraksi,
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sebanyak 20 pL aliquot disuntikkan ke dalam KCK&asiHuji spesifitas diperoleh

puncak-puncak gangguan dari protein pada waktasetertentu. Puncak gangguan
terakhir terdapat pada menit ke 9,65 sehingga dikan tidak mengganggu
kromatogram zat aktif dan baku dalam. Hasil permgot@lasma dapat dilihat pada
Gambar 4.16.

4.4.2 Batas Kuantitasi Terend@diOQ)

LLOQ merupakan standar terendah pada kurva kalibyang dapat
diterima dengan syarat respon analit pada LLOQmmahiima kali respon sampel
blanko dan puncak analit dapat diidentifikasi, kideda gangguan, reprodusibel
dengan presisi 20% dan akurasi 80-120% (FDA, 208&makin kecil nilai
LLOQ menunjukkan semakin sensitifnya suatu metauaisis. Dalam analisis
kadar obat dalam plasma, diperlukan suatu metodg gakup sensitif yang dapat
mengukur hingga konsentrasi terkecil obat dalarmampéa

Pada penelitian ini, konsentrasi LLOQ yang ditagdlah 10,3 ng/mL dan
20,6 ng/mL. Konsentrasi tersebut berdasarkan rgnkamva kalibrasi literatur
(Vareed et al, 2008) dengan nilai LLOQ 75 ng/mLQQ@ yang diperoleh adalah
20,6 ng/mL. Data lebih lengkap dapat dilihat padaer 4.8.

Dari data dapat dilihat bahw# diff yang didapat dari konsentrasi 20,6
ng/mL ini memenuhi persyaratan yaitu tidak lebilni @2%. Nilai % diff antara -
0,13% sampai 10,24%.

4.4.3 Uji Selektivitas Metode Analisis dalam Plasma

Dari hasil uji selektivitas yang dilakukan terhadapam blanko plasma
manusia yang berbeda pada konsentrasi LLOQ yaitd @@mL, diperoleh nilai
koefisien variasinya (KV) 4,14% dan @ff antara -5,60% sampai 6,24% serta
tidak ada gangguan dari senyawa lain atau kompa@melogen plasma pada
kromatogram. Data hasil uji selektivitas dapatditipada Tabel 4.9.

Uji selektivitas ini bertujuan untuk melihat kemamap suatu metode
analisis dalam membedakan dan mengukur kadar awm@itgan adanya
komponen-komponen lain dalam sampel (matriks bis)adg DA, 2001).
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4.4.4 Pembuatan Kurva Kalibrasi

Untuk analisis kurkumin dalam plasma, kurva kagor dibuat pada
rentang konsentrasi 20,6 — 4120,0 ng/mL. Kurvabkasi terdiri dari plasma
blanko (plasma tanpa penambahan kurkumin dan bafkamj, plasmazero
(plasma dengan penambahan baku dalam) dan 7 koasiektrkumin dalam
plasma (termasuk LLOQ) dengan penambahan baku dg&ta 20,6; 51,5;
103,0; 515,0; 1030,0; 2060,0; dan 4120,0 ng/mL.aPpdnelitian ini, kurva
kalibrasi dibuat setiap hari selama analisis bgdang untuk mencegah
terjadinya kesalahan akibat perbedaan kondiskadT antar hari.

Berdasarkan hasil perhitungan statistik regremali diperoleh persamaan
garis kurva kalibrasi y = 0,0007 - 0,0020 x ; dimanadalah konsentrasi kurkumin
dan y adalah perbandingan luas puncak kurkumin aterzpku dalam. Kurva
kalibrasi dalam plasma dapat dilihat pada Gamli0. Data kurva kalibrasi dapat
dilihat pada Tabel 4.10.

4.4.5 Uji Linearitas

Linearitas didapat dari kurva kalibrasi kurkumialain plasma. Linearitas
kurkumin dalam plasma dapat dilihat pada Gamba@.4.Data hasil pengujian
linearitas dapat dilihat pada Tabel 4.10.

Dari pembuatan kurva Kkalibrasi, diperoleh persamaegresi linier

y = 0,0007 - 0,0020 x dengan koefisien korelasi r ,8999. Maka dapat
disimpulkan bahwa metode analisis kurkumin dalaasmpla dengan rentang
konsentrasi lebih kurang 20,6 - 4120,0 ng/mL merhekteria uji linearitas dan

dapat diterima untuk suatu metode analisis waahigl.

4.4.6 Uji Akurasi dan Presisi

Uji akurasi bertujuan memperoleh data kedekatai pangujian dengan
kadar sebenarnya. Uji presisi bertujuan memperdbth kedekatan antara hasil
pengujian yang satu dengan yang lainnya. Pada ipanehi, uji akurasi dan
presisi dilakukan selama 5 hari dan pengukurannigkukan selama satu hari
(intra-day) dan selama 5 haiiner-day)
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Untuk uji akurasi dan presisi digunakan plasma gyanengandung
kurkumin dengan 3 konsentrasi yaitu konsentrasiabnsedang dan tinggi (FDA,
2001). Konsentrasi rendah merupakan tiga kali dédei konsentrasi LLOQ.
Konsentrasi sedang adalah setengah dari nilai ktrase LLOQ ditambah
konsentrasi ULOQ. Sedangkan konsentrasi tinggiadd80D% dari nilai ULOQ.
Dari perhitungan, didapatkan konsentrasi renda@468g/mL, konsentrasi sedang
1654,40 ng/mL dan konsentrasi tinggi 3308,80 ng/mL.

Untuk uji akurasi dan presisi, persyaratan yarmg$dipenuhi yaitu %liff
dan KV tidak lebih dari 15% untuk masing-masing konsentsatama satu hari
(intra-day) serta nilai %diff dan KV dari tiap konsentrasi tidak berubah secara
signifikan dari hari ke hariifter-day).

Uji akurasi dan presisi intra hari pada hari padadiperoleh nilai %iff
dan KV berturut-turut -8,14% sampai 13,26% dan %6udntuk konsentrasi
rendah, 4,71% untuk konsentrasi rendah dan 6,53k lonsentrasi tinggi. Data
% diff dan KV untuk uji akurasi dan presisi intra hafiesgkapnya dapat dilihat
pada Tabel 4.11 sampai Tabel 4.15. Sedangkan daief%an KV untuk uiji
akurasi dan presisi antar hari dapat dilihat paalaeT4.16. Dari hasil percobaan,
uji akurasi dan presisi yang telah dilakukan urdoklisis kurkumin dalam plasma

sudah memenuhi kriteria yang dipersyaratkan.

4.4.7 Uji Perolehan Kembali% recovery)

Uji perolehan kembali bertujuan untuk mengamatbpedingan respon
detektor analit yang diekstraksi dari sampel bidatgngan respon detektor kadar
yang sebenarnya. Perolehan kembali dari analik fpealu 100% tetapi perolehan
kembali dari analit dan baku dalam harus konsisgpeasisi, dan reprodusibel
(FDA, 2001).

Pada uji perolehan kembali digunakan plasma yangngandung
kurkumin dengan 3 konsentrasi yaitu konsentrasidabn 62,04 ng/mL,
konsentrasi sedang 1654,40 ng/mL dan konsentraggiti3308,80 ng/mL.
Berdasarkan percobaan, perolehan kembali untukekdrasi rendah 88,17% -
113,28% , sedang 88,03% - 114,59% dan tinggi 91,88%3,14% dengan nilai
% diff -11,97% sampai 14,59% serta nilai KV 6,82%, 8,40&8h 6,82 untuk
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konsentrasi tinggi, sedang, dan rendah. Data lgisperolehan kembali dapat
dilihat pada Tabel 4.17

Dari hasil percobaan, nilai persen perolehan kdinghag telah dilakukan
untuk analisis kurkumin dalam plasma sudah memenkiiieria yang

dipersyaratkan yaitu konsisten, presisi, dan reysigb|.

45  Uji Stabilitas

4.5.1 Stabilitas larutan stok

Pengujian dilakukan larutan stok yang mengandungkukmin dan
irbesartan dengan konsentrasi masing-masing 5@ludlji ini dilakukan untuk
melihat kestabilan larutan stok selama peneliti@namgsung. Apabila stabil,
larutan stok tidak perlu dibuat baru pada setia@alisis. Hasil pengujian
menunjukkan kestabilan larutan kurkumin pada sukmde dalam rentang waktu
0, 6, dan 24 jam dan penyimpanan pada lemari pgmd@°C) dalam rentang
waktu 0 sampai 28 hari. Hal ini ditunjukkan daianPab diff yang tidak lebih dari
15% yaitu antara -1,67% sampai 0,77%. Data hasstalpilitas larutan stok dapat
dilihat pada Tabel 4.18.

4.5.2 Stabilitas beku caiF eeze and Thaw stability)

Uji stabilitas beku cair dilakukan pada dua konsssif yaitu konsentrasi
rendah (62,04 ng/mL) dan tinggi (3308,80 ng/mL)b&we/ak 0,5 mL plasma
dengan konsentrasi rendah dan tinggi dibekukan atiand lemari pendingin
selama 12-24 jam. Kemudian dicairkan pada suhugrudan proses tersebut
diulang sebanyak tiga kali. Pada siklus beku danksdiga, plasma diekstraksi
seperti pada cara penyiapan sampel dan disuntilkearalat KCKT. Hasil
pengujian menunjukkan kestabilan dengami®#hdan KV tidak melampaui 15%
yaitu -13,83% sampai 5,02% untukdiéf dan 1,48% serta 4,35% untuk KV. Data
hasil uji stabilitas beku cair dapat dilihat padeb@l 4.19.
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4.5.3 Stabilitas suhu jangka pend&kqit-Term Temperature Sability)

Pengujian dilakukan terhadap dua konsentrasi, yonsentrasi rendah
(62,04 ng/mL) dan konsentrasi tinggi (3308,80 ng/mlHasil pengujian
menunjukkan kestabilan larutan kurkumin dalam pegada suhu kamar, yang
ditunjukkan dari nilai %diff yang tidak lebih dari 15% yaitu antara -14,46%
sampai 13,01 %. Data hasil uji stabilitas jangkaded& dapat dilihat pada Tabel
4.20.

4.5.4 Stabilitas jangka panjangigng-Term Temperature Stability)

Stabilitas jangka panjang dilakukan pada hari k#ai 14 terhadap dua
konsentrasi yaitu konsentrasi rendah (62,04 ng/mdBh konsentrasi tinggi
(3308,80 ng/mL). Hasil pengujian menunjukkan bahwakumin masih stabil
selama 14 hari dengan #iff yang tidak lebih dari 15% yaitu antara -14,81%
sampai 13,44%. Data hasil uji stabilitas jangkajgo@ dapat dilihat pada Tabel
4.21.
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BAB5
KESIMPULAN DAN SARAN

51 Kesmpulan

5.1.1 Kondisi optimum untuk analisis kurkumin dal@asmain vitro dengan
irbesartan sebagai baku dalam menggunakan KCKTatedgtektor UV, kolom
Cis Kromasil® 100-5 dengan panjang kolom 250 x 4,6 ykaran partikel 5um
adalah menggunakan fase gerak asetonitril-metanatadestilata-asam asetat
(33:20:46:1) dengan laju alir 1,0 mL/menit mengdw@arairbesartan sebagai baku
dalam, dimana deteksi dilakukan pada panjang gedagi@20 nm dan 250 nm
untuk kurkumin dan irbesartan. Gradien panjangrgbbng dilakukan pada menit
ke-16. Pada proses optimasi ekstraksi kurkuminndgidasma, hasil ekstraksi
terbaik ditunjukkan melalui proses penambahan velyeangekstrak etil asetat-
metanol (95:5) sebanyak 2 mL dan waktu pengocoklengan vortex selama 3

menit.

5.1.2 Dari hasil validasi diperoleh nilai LLOQ sesbe 20,60 ng/mL, pada
rentang konsentrasi 20,60 — 4120,00 ng/mL dihasilkarva kalibrasi kurkumin
yang linear dengan koefisien korelasi (r) 0,99%rasi(% diff) dari metode ini
antara -11,97% hingga 14,59 % dengan presisi (Kitgra 1,17% hingga 8,51%,
dan nilai uji perolehan kembali antara 88,03% handd4,590. Hasil validasi
tersebut memperlihatkan bahwa metode analisis tekinenuhi kriteria akurasi,
presisi, linearitas, selektivitas, dan stabilitassumi ketentuan yang berlaku

sehingga dapat digunakan untuk analisis kurkumianaglasma.

52 Saran

Untuk penelitian selanjutnya, disarankan untuk taplakukan analisis
kurkumin dalam plasmin vitro menggunakan baku dalam yang memiliki panjang
gelombang visual yaitu 380-900 nm. Diharapkan dermmgnggunaan baku dalam
tersebut, tidak perlu dilakukan gradien panjangomlang ketika analisis

berlangsung.
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Keterangan gambar :

A.

IOTMMOOW

Wadah penampung fase gerak

Penghilang gas (DGU-12¥%P, Shimadzu)

Kromatografi cair kinerja tinggi (LC-10ANP, Shimadzu)
Injektor manual

Detektor UV (SPD-10A/P, Shimadzu)

Pengendali sistem (SCL-10#P, Shimadzu)

Oven Kolom (HPLC Oven TC 1900)

Komputer dengan perangkat lunak CIsBs

Gambar 3.1 Peralatan Kromatografi Cair Kinerja GingcCKT)
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Panjang gelombang (hm )
Keterangan
A. Irbesartan
Konsentrasi : 10,20 pg/mL
Serapan 10,4067 A
Panjang gelombang maksimum : 250 nm
B. Kurkumin
Konsentrasi 10,04 pg/mL
Serapan :1,3338 A
Panjang gelombang maksimum : 420 nm
C. Panjang gelombang optimum 1257 nm

Gambar 4.1. Spektrum Serapan Kurkumin dan Irbesaéala spektrofotometer
UV-Vis
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Panjang gelombang (nm )

Keterangan

A. Kalium Losartan
Konsentrasi 10,71 pg/mL
Serapan 10,1898 A
Panjang gelombangnaksimun : 250 nm

B. Kurkumin
Konsentrasi : 10,04 pg/mL
Serapan :1,3338 A

Panjang gelombang maksim : 420 nm

Gambar 4.2. Spektrum Serapan Kurkumin dan Kaliumsakian pad

spektrofotometer U-Vis
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Keterangan
A. Etinil Estradiol
Konsentrasi : 10,07 pg/mL
Serapan 10,0732 A
Panjang gelombang maksimum : 280 nm
B. Kurkumin
Konsentrasi 10,04 pg/mL
Serapan 11,3338 A

Gambar
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Panjang gelombang maksimum : 420 nm

4.3. Spektrum Serapan Kurkumin dan Etiniltraddsol pada

spektrofotometer UV-Vis
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Kondisi: kolom Gg Kromasif’ 100-5 dengan panjang kolom 250 x 4,6 mm ukuratikehr5,0
um, fase gerak asetonitril-metanol-aquabidestiéatan asetat (49:20:30:1); kecepatan alir 1,0
mL/menit; detektor UV pada panjang gelombang 420votume penyuntikan 20,00

Gambar 4.4 Kromatogram larutan standar kurkumirdedgan konsentrasi 10
pg/mL dengan fase gerak asetonitril-metanol-aqesidta-asam asetat
(49:20:30:1)
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Kondisi: kolom Gg Kromasif’ 100-5 dengan panjang kolom 250 x 4,6 mm ukuratikei5,0
um, fase gerak asetonitril-metanol-aquabidestédatam asetat (49:20:30:1); kecepatan alir 1,0
mL/menit; detektor UV pada panjang gelombang 250umuk kalium losartan dan irbesartan,
panjang gelombang 280 nm untuk etinil estradiolpn d®20 nm untuk kurkumin; volume
penyuntikan 20,@.L

Keterangan :

A. Kalium losartan 10 pg/mL dengan waktu retenéb2, menit
B. Irbesartan 10 pg/mL dengan waktu retensi 4,688im

C. Etinil estradiol 10 pg/mL 5,675 menit

D. Kurkumin 10 pg/mL 6,050 menit

Gambar 4.%0verlay kromatogram larutan standar dengan fase gerakrages

metanol-aquabidestilata-asam asetat (49:20:30:1)
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Kondisi: kolom Gg Kromasif 100-5 dengan panjang kolom 250 x 4,6 mm ukuratikear5,0
pm, fase gerak asetonitril-metanol-aquabidestidatan asetat (40:20:39:1); kecepatan alir 1,0
mL/menit; detektor UV pada panjang gelombang 420votume penyuntikan 20,00

Gambar 4.6 Kromatogram larutan standar kurkumirdedgan konsentrasi 10
pog/mL  dengan fase gerak asetonitril-metanol-aqesildta-asam asetat
(40:20:39:1)
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Kondisi: kolom Gg Kromasif 100-5 dengan panjang kolom 250 x 4,6 mm ukuratikehr5,0
pm, fase gerak asetonitril-metanol-aquabidestidatan asetat (40:20:39:1); kecepatan alir 1,0
mL/menit; detektor UV pada panjang gelombang 250umituk kalium losartan dan irbesartan,
panjang gelombang 280 nm untuk etinil estradiol dganjang gelombang 420 nm untuk
kurkumin; volume penyuntikan 20,0

Keterangan :

A. Kalium losartan 10 pg/mL dengan waktu reten3D6, menit
B. Irbesartan 10 pg/mL dengan waktu retensi 6,8868iim

C. Etinil estradiol 10 pg/mL dengan waktu retengid@ menit
D. Kurkumin 10 pg/mL dengan waktu retensi 10,553ine

Gambar 4.7verlay kromatogram larutan standar dengan fase gerakraset

metanol-aquabidestilata-asam asetat (40:20:39:1)
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Kondisi: kolom Gg Kromasi 100-5 dengan panjang kolom 250 x 4,6 mm ukuratikear5,0
um, fase gerak asetonitril-metanol-aquabidestiéatan asetat (33:20:46:1); kecepatan alir 1,0
mL/menit; detektor UV pada panjang gelombang 420 votume penyuntikan 20 0L

Gambar 4.8 Kromatogram larutan standar kurkumirdedgan konsentrasi 10
pg/mL dengan fase gerak asetonitril-metanol-aqesidta-asam asetat
(33:20:46:1)
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Kondisi: kolom Gg Kromasif 100-5 dengan panjang kolom 250 x 4,6 mm ukuratikear5,0
um, fase gerak asetonitril-metanol-aquabidestiéatan asetat (33:20:46:1); kecepatan alir 1,0
mL/menit; detektor UV pada panjang gelombang 250umiuk kalium losartan dan irbesartan,
panjang gelombang 280 nm untuk etinil estradiol dgranjang gelombang 420 nm untuk
kurkumin; volume penyuntikan 20,0

Keterangan :

A. Kalium losartan 10 pg/mL dengan waktu reten4b8, menit
B. Irbesartan 10 pg/mL dengan waktu retensi 10r888it

C. Etinil estradiol 10 pg/mL dengan waktu retensi 450 menit
D. Kurkumin 10 pg/mL dengan waktu retensi 21,200ine

Gambar 4.Qverlay kromatogram larutan standar dengan fase gerakraget

metanol-aquabidestilata-asam asetat (33:20:46:1)
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Kondisi: kolom Gg Kromasif’ 100-5 dengan panjang kolom 250 x 4,6 mm ukuratikear5,0
um, fase gerak asetonitril-metanol-aquabidestiéatan asetat (33:20:46:1); kecepatan alir 1,0
mL/menit; detektor UV pada panjang gelombang 250 dengan gradien panjang gelombang
menjadi 420 nm pada menit ke-16; volume penyunt2@0uL

Gambar 4.10 Kromatogram ekstrak kurkumin (1 pg/rdepgan penambahan

kalium losartan (100 pg/mL) dalam plasmavitro
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Kondisi: kolom Gg Kromasif’ 100-5 dengan panjang kolom 250 x 4,6 mm ukuratikear5,0
pm, fase gerak asetonitril-metanol-aquabidestidatan asetat (33:20:46:1); kecepatan alir 1,0
mL/menit; detektor UV pada panjang gelombang 280 dengan gradien panjang gelombang
menjadi 420 nm pada menit ke-18; volume penyunt@@0uL

Gambar 4.11 Kromatogram ekstrak kurkumin (1 pg/mepgan penambahan
etinil estradiol (100 pg/mL) dalam plasnmavitro
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Kondisi: kolom Gg Kromasif’ 100-5 dengan panjang kolom 250 x 4,6 mm ukuratikear5,0
um, fase gerak asetonitril-metanol-aquabidestiéatan asetat (33:20:46:1); kecepatan alir 1,0
mL/menit; detektor UV pada panjang gelombang 250 dengan gradien panjang gelombang
menjadi 420 nm pada menit ke-16; volume penyunt@@0uL

Gambar 4.12 Kromatogram ekstrak kurkumin (1 pg/rdepgan penambahan

irbesartan (100 pg/mL) dalam plasmavitro
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Kondisi: kolom Gg Kromasif’ 100-5 dengan panjang kolom 250 x 4,6 mm ukuratikear5,0
um, fase gerak asetonitril-metanol-aquabidestidatan asetat (33:20:46:1); kecepatan alir 0,8
mL/menit; detektor UV pada panjang gelombang 250 dengan gradien panjang gelombang
menjadi 420 nm pada menit ke-16; volume penyunt@@0uL

Gambar 4.13 Kromatogram campuran larutan standekukun dan irbesartan

dengan konsentrasi masing-masing 10 pg/mL dengaalia0,8 mL/menit
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Kondisi: kolom Gg Kromasif’ 100-5 dengan panjang kolom 250 x 4,6 mm ukuratikear5,0
pum, fase gerak asetonitril-metanol-aquabidestidatan asetat (33:20:46:1); kecepatan alir 1,0
mL/menit; detektor UV pada panjang gelombang 250 dengan gradien panjang gelombang
menjadi 420 nm pada menit ke-16; volume penyunt@@0uL

Gambar 4.14 Kromatogram campuran larutan standekukun dan irbesartan

dengan konsentrasi masing-masing 10 pg/mL dengaalial,0 mL/menit
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Kondisi: kolom Gg Kromasif’ 100-5 dengan panjang kolom 250 x 4,6 mm ukuratikear5,0
um, fase gerak asetonitril-metanol-aquabidestéatam asetat (33:20:46:1); kecepatan alir 1,2
mL/menit; detektor UV pada panjang gelombang 250 dengan gradien panjang gelombang
menjadi 420 nm pada menit ke-16; volume penyunt@@0uL

Gambar 4.15 Kromatogram campuran larutan standekukun dan irbesartan

dengan konsentrasi masing-masing 10 pg/mL dengaalial,2 mL/menit
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Kondisi: kolom Gg Kromasif’ 100-5 dengan panjang kolom 250 x 4,6 mm ukuratikehr5,0
um, fase gerak asetonitril-metanol-aquabidestiéatan asetat (33:20:46:1); kecepatan alir 1,0
mL/menit; detektor UV pada panjang gelombang 250 dengan gradien panjang gelombang
menjadi 420 nm pada menit ke-16; volume penyunt@@0uL

Gambar 4.16 Kromatogram ekstrak plasma tanpa pest@amikurkumin dan baku

dalam irbesartan (plasma blanko)
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Kondisi: kolom Gg Kromasif’ 100-5 dengan panjang kolom 250 x 4,6 mm ukuratikehr5,0
um, fase gerak asetonitril-metanol-aquabidestidatan asetat (33:20:46:1); kecepatan alir 1,0
mL/menit; detektor UV pada panjang gelombang 250 dengan gradien panjang gelombang
menjadi 420 nm pada menit ke-16; volume penyunt2@0 L

Gambar 4.17 Kromatogram ekstrak plasma kurkumins&otrasi rendah (62,04

ng/mL) dengan baku dalam irbesartan dalam plasmidro
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Kondisi: kolom Gg Kromasif 100-5 dengan panjang kolom 250 x 4,6 mm ukuratikear5,0
um, fase gerak asetonitril-metanol-aquabidestiéatan asetat (33:20:46:1); kecepatan alir 1,0
mL/menit; detektor UV pada panjang gelombang 250 dengan gradien panjang gelombang
menjadi 420 nm pada menit ke-16; volume penyunt@@0uL

Gambar 4.18 Kromatogram ekstrak plasma kurkumin s&otrasi sedang

(1654,40 ng/mL) dengan baku dalam irbesartan dalasmain vitro
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Kondisi: kolom Gg Kromasif’ 100-5 dengan panjang kolom 250 x 4,6 mm ukuratikehr5,0
pm, fase gerak asetonitril-metanol-aquabidestidatan asetat (33:20:46:1); kecepatan alir 1,0
mL/menit; detektor UV pada panjang gelombang 250 dengan gradien panjang gelombang
menjadi 420 nm pada menit ke-16; volume penyunt@@0uL

Gambar 4.19 Kromatogram ekstrak plasma kurkumirs&otrasi tinggi (3308,80

ng/mL) dengan baku dalam irbesartan dalam plasmidro

Validasi metode ..., Loedfiasfiati Adawiyah, FMIPA Ul, 2011



73

X
8 3,50 -
[y
& 3,00
@ 2,50 -
2
= 2,00 -
®
21,50 -
21,00 1
©
20,50
()
2 0,00

y =0,0007x - 0,002p
R2=0,9999

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Konsentrasi Kurkumin (ng/mL) )

\.

Kondisi: kolom Gg Kromasif 100-5 dengan panjang kolom 250 x 4,6 mm ukuratikehr5,0 um, fase gerak asetonitril-metanol-aqdesiilata-asam asetat
(33:20:46:1); kecepatan alir 1,0 mL/menit; detektdf pada panjang gelombang 250 nm dengan gradiejam@ gelombang menjadi 420 nm pada menit ke-16;
volume penyuntikan 20,00

Gambar 4.20 Kurva kalibrasi kurkumin dalam plagsmwtro dengan penambahan baku dalam

Validasi metode ..., Loedfiasfiati Adawiyah, FMIPA Ul, 2011
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Tabel 4.1 Hubungan antara panjang gelombang ddngarmpuncak

Panjang Luas Puncak
gelombang | Kurkumin | Irbesartan Kalium Losartan| Etinil Estradiol
257 126315 229853 - -
250-420 622773 239408 - -
250-420 626941 - 171555 -
280-420 621948 - - 34470

Tabel 4.2 Hubungan antara waktu retensi, jumlatptarg teoritis, efisiensi
kolom, resolusi dan faktor ikutan kromatogram kumkwooid terhadap perubahan

komposisi fase gerak

Komposisi fase gerak Waktu_ y . A HETP I_:aktor Resolusi
retensi lempeng ikutan
(menit) (N) (Tf) (R)

Asetonitril — metanaol A

aquabidestilata - asam g 05 659986 0,0378 1,16 1,28
asetat (49:20:30:1)

Asetonitril — metanol A

aquabidestilata - asam 10,667 8748,85 10,0285 1,15 1,43
asetat (40:20:39:1)

Asetonitril — metanol A

aquabidestilata - asam 24 317 878723 0,0284 1,15 2.47
asetat (33:20:46:1)

Validasi metode ..., Loedfiasfiati Adawiyah, FMIPA Ul, 2011
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Tabel 4.3 Hubungan antara waktu retensi, jumlalpteng teoritis, efisiensi

kolom, dan faktor ikutan kromatogram kurkumin tetlp perubahan komposisi

fase gerak
Komposisi fase gerak Waktu Jumlah HETP Faktor
retensi lempeng ikutan
(menit) (N) (Tf)
Asetonitril — metanol -
aquabidestilata - asam 6,050 6660,86 0,0375 1,19
asetat (49:20:30:1)
Asetonitril — metanol -
aquabidestilata - asam 10,533 7909,34 0,0316 1,13
asetat (40:20:39:1)
Asetonitril — metanol -
aquabidestilata - asam 21 200 10211,74 | 0,0245 1,12
asetat (33:20:46:1)

Validasi metode ..., Loedfiasfiati Adawiyah, FMIPA Ul, 2011
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Tabel 4.4 Hubungan antara waktu retensi, jumlalpéeng teoritis, efisiensi kolom, dan faktor ikutanrkatogram kurkumin terhadap

perubahan laju alir fase gerak

Laju alir eI retenslg(rlr(]ergt)l Jumlah HETP Faktor R (terhadap
(mL/menit) Kurkumin (I?bgsaﬁ:rrl? Lempeng (N) Ikutan (Tf) baku dalam)
0,8 26,300 12,658 12116,17 0,0206 1,14 18,16
1,0 21,242 10,417 10373,34 0,0241 1,12 16,46
1,2 18,108 8,650 9779,7 0,0256 1,09 16,39
Tabel 4.5 Data uji kesesuaian sistem

Luas Puncak Perbandingan Rata-Rata

. Perbandingan Luas SD KV (%)

Kurkumin Irbesartan Luas Puncak P
uncak

593865 222560 2,6683
603582 224511 2,6884
600163 221877 2,7049 2,68 0,01 0,51
603291 225002 2,6813
611631 228328 2,6787

Kondisi: kolom Gg Kromasif’ 100-5 dengan panjang kolom 250 x 4,6 mm ukuratikear5,0 pm, fase gerak asetonitril-metanol-aqdesiilata-asam asetat
(33:20:46:1); kecepatan alir 1,0 mL/menit; detektdf pada panjang gelombang 250 nm dengan gradiejam gelombang menjadi 420 nm pada menit ke-16;
volume penyuntikan 20,0

Validasi metode ..., Loedfiasfiati Adawiyah, FMIPA Ul, 2011



Tabel 4.6 Data optimasi volume penambahan larutaggkstrak etil asetat 95% - metanol 5%

Volume

Luas Puncak

Penambahan Larutg

n

Perbandingan

Pengekstrak (mL) Kurkumin Irbesartan | Luas Puncak
1 57761 36591 1,5786
2 207236 287123 0,7218
3 153905 161123 0,9552

Tabel 4.7 Data optimasi waktu pengocokan dengatexor

Waktu Pengocokan Luas Puncak Petbandingan
dengan Vortex -
(menit) Kurkumin Irbesartan | Luas Puncak
1 132172 227976 0,5798
2 170764 228330 0,7479
3 176297 257026 0,6859

Validasi metode ..., Loedfiasfiati Adawiyah, FMIPA Ul, 2011
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Tabel 4.8 Data pengukuran batas kuantitasi terefldabQ) kurkumin dalam plasma vitro dengan penambahan baku dalam

Konsentrasi : , Rata-rata
sebenarnya LU?S —_— Bhasdinoyll Bo/Scolias Konsentrasi SD KV % diff
(ng/mL) Kurkumin | Irbesartan| Luas Puncak| terukur (ng/mL) el
4646 288775 0,0161 209PT 10,24
3979 272252 0,0146 20,23 -1,78
20,6 4279 288775 0,0148 20,57 21,63 1,14 5,29 -0,13
3543 224934 0,0158 22,14 7,49
4098 256762 0,0160 22,49 9,19
2096 272925 0,0077 8,59 -16,64
2487 268712 0,0093 11,23 9,05
10,3 1822 272950 0,0067 6,90 9,17 2,66 29,00 -33,02
2470 245379 0,0101 12,59 22,27
1775 274290 0,0065 6,56 -36,35

Kondisi: kolom Gg Kromasif’ 100-5 dengan panjang kolom 250 x 4,6 mm ukuranikear5,0 pm, fase gerak asetonitril-metanol-agdesiilata-asam asetat
(33:20:46:1); kecepatan alir 1,0 mL/menit; detekidf pada panjang gelombang 250 nm dengan gradiejams gelombang menjadi 420 nm pada menit ke-16;
volume penyuntikan 20,00

Validasi metode ..., Loedfiasfiati Adawiyah, FMIPA Ul, 2011
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Tabel 4.9 Data uji selektivitas kurkumin dalamsptein vitro dengan penambahan baku dalam

Konsentras : Konsentrasi Rata-rata
sebenarnyg Plasma Lua-s ke ALV terukur Konsentrasi SD KOV % diff
(ng/mL) Kurkumin Irbesartarl Luas Puncak (ng/mL) A (%)
3321 299517 0,0111 21,68 5,22
A 3089 293365 0,0105 20,61 0,04
3314 295972 0,0112 21,88 6,24
B 3501 332836 0,0105 20,59 -0,06
3409 317313 0,0107 21,02 2,03
20.60 C 4052 365978 0,0111 21,65 2061 0.85 414 5,07
3131 290914 0,0108 21,05 2,21
D 3510 348032 0,0101 19,76 -4,08
2939 294031 0,0100 19,59 -4,91
E 3016 294649 0,0102 20,05 -2,68
2715 265913 0,0102 20,00 -2,92
F 3618 364660 0,0099 19,45 -5,60

Kondisi: kolom Gg Kromasif’ 100-5 dengan panjang kolom 250 x 4,6 mm ukurarikear5,0 um, fase gerak asetonitril-metanol-aqdesiilata-asam asetat
(33:20:46:1); kecepatan alir 1,0 mL/menit; detekif pada panjang gelombang 250 nm dengan gradisjamg gelombang menjadi 420 nm pada menit ke-16;
volume penyuntikan 20,0L

Validasi metode ..., Loedfiasfiati Adawiyah, FMIPA Ul, 2011
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Tabel 4.10 Data kurva kalibrasi kurkumin dalam plag vitro dengan penambahan baku dalam

Konsentrasi Luas Puncak Perbandingan| Konsentrasi % dliff
sebenarnya (ng/mL) Kurkumin Irbesartan | Luas Puncak | terukur (ng/mL)
0 0 221000 0,0000 0,00 0,00
20,60 3835 252208 0,0152 23,64 14,77
51,50 9669 261565 0,0370 53,56 4,01
103,00 18705 248535 0,0753 106,22 3,13
515,00 90543 241122 0,3755 519,09 0,79
1030,00 177827 236184 0,7529 1038,06 0,78
2060,00 351279 239588 1,4662 2018,86 -2,00
4120,00 774919 257687 3,0072 4137,92 0,43

Persamaan regresi linier : y = 0,0007x - 0,0020 0r9999

Kondisi: kolom Gg Kromasif’ 100-5 dengan panjang kolom 250 x 4,6 mm ukuranikeir5,0 um, fase gerak asetonitril-metanol-aqdesiilata-asam asetat

(33:20:46:1); kecepatan alir 1,0 mL/menit; detekidf pada panjang gelombang 250 nm dengan gradiejamg gelombang menjadi 420 nm pada menit ke-16;
volume penyuntikan 20,00

Validasi metode ..., Loedfiasfiati Adawiyah, FMIPA Ul, 2011
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Tabel 4.11 Data uji akurasi dan presisi kurkumilaeiaplasman vitro dengan penambahan baku dalam, Hari ketiafday)

Konsentrasi Luas Puncak Perbandingan Konsentrasi Rata-rata _ KV .

sebenarnya KurkuGETR TR ™ Las Bkl terukur Konsentrasi SD (%) % diff
(ng/mL) (ng/mL) terukur (ng/mL)

11413 250818 0,0455 70,17 13,11
11095 265935 0,0417 64,78 4,42
62,04 10485 255938 0,0410 63,71 67,67 3,16 4,67 | 2,69
9472 208964 0,0453 69,92 12,71
8454 186906 0,0452 69,79 12,49
252730 194334 1,3005 1859,17 12,38
292620 240926 1,2146 1736,68 4,97
1654,40 297235 244694 1,2147 1736,90 1778,00 83,79 4,71 4,99
276977 235272 1,1773 1683,50 1,76
294020 224319 1,3107 1873,75 13,26
550526 244221 2,2542 3218,70 -2,72
505537 236004 2,1421 3058,84 -7,55
3308,80 514514 241731 2,1285 3039,44 3239,68 211,68 6,53| -8,14
560551 240448 2,3313 3328,56 0,60
567465 228023 2,4886 3552,87 7,38

Kondisi: kolom Gg Kromasif’ 100-5 dengan panjang kolom 250 x 4,6 mm ukuranikehr5,0 pm, fase gerak asetonitril-metanol-aqdesiilata-asam asetat
(33:20:46:1); kecepatan alir 1,0 mL/menit; detektbf pada panjang gelombang 250 nm dengan gradiejama gelombang menjadi 420 nm pada menit ke-16;
volume penyuntikan 20,00

Validasi metode ..., Loedfiasfiati Adawiyah, FMIPA Ul, 2011
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Tabel 4.12 Data uji akurasi dan presisi kurkumilaeiaplasman vitro dengan penambahan baku dalam, Hari ket2afday)

Konsentrasi : Konsentrasi Rata-rata
sebenarnyg Lua-s Puncek Perbandingan oy Konsentrasi SD KOV % diff
(ng/mL) Kurkumin Irbesartan Luas Puncak (ng/mL) | terukur (ng/mL) (%)
11084 229556 0,0483 69,13 11,43
9570 233083 0,0411 59,19 -4,59
62,04 9660 230936 0,0418 60,25 63,56 3,98 6,26 | -2,88
10756 238185 0,0452 64,83 4,50
10697 238497 0,0449 64,41 3,82
288284 225075 1,2808 1764,00 6,62
277830 235264 1,1809 1626,62 -1,68
1654,40 300317 248391 1,2090 1665,29 1625,09 102,49  6,31| 0,66
285822 248596 1,1497 1583,74 -4,27
252113 233753 1,0785 1485,83 -10,19
524592 200771 2,6129 3595,69 8,67
520107 195566 2,6595 3659,78 10,61
3308,80 481136 185151 2,5986 3576,06 3479,60 24534 7,05| 8,08
465611 210079 2,2164 3050,43 -7,81
532425 208388 2,5550 3516,05 6,26

Kondisi: kolom Gg Kromasif’ 100-5 dengan panjang kolom 250 x 4,6 mm ukuranikear5,0 pm, fase gerak asetonitril-metanol-aqdesiilata-asam asetat
(33:20:46:1); kecepatan alir 1,0 mL/menit; detektbf pada panjang gelombang 250 nm dengan gradiejama gelombang menjadi 420 nm pada menit ke-16;
volume penyuntikan 20,0

Validasi metode ..., Loedfiasfiati Adawiyah, FMIPA Ul, 2011
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Tabel 4.13 Data uji akurasi dan presisi kurkumilaeiaplasman vitro dengan penambahan baku dalam, Hari ketBafday)

Konsentrasi : Konsentrasi Rata-rata
sebenarnya Lu-as " unea Perbandingan - oy Konsentrasi SD KOV % diff
(ng/mL) Kurkumin | Irbesartan| Luas Puncak (ng/mL)__| terukur (ng/mL) (%)
9392 81557 0,0501 70,26 13,24
10549 210605 0,0501 70,28 13,28
62,04 11114 233083 0,0477 66,82 68,60 1,57 2,29 | 7,70
12029 248591 0,0484 67,83 9,33
9561 197557 0,0484 67,84 9,35
242853 229960 1,0561 1517,07 -8,30
197283 192301 1,0259 1473,70 -10,92
1654,40 246186 213834 1,1513 1654,03 1519,66 78,57 5,17| -0,02
174454 172073 1,0138 1456,34 -11,97
219045 210176 1,0422 1497,13 -9,51
460344 202108 2 Ll 3274,05 -1,05
463184 213108 2,1 85 3124,13 -5,58
3308,80 473489 187242 2,5288 3635,10 3305,57 198,02 5,99| 9,86
465611 210079 2,216% 3185,81 -3,72
444514 193110 2,3019 3308,79 0,00

Kondisi: kolom Gg Kromasif 100-5 dengan panjang kolom 250 x 4,6 mm ukurarikear5,0 um, fase gerak asetonitril-metanol-aqdesiilata-asam asetat
(33:20:46:1); kecepatan alir 1,0 mL/menit; detelttr pada panjang gelombang 250 nm dengan gradiejam@ gelombang menjadi 420 nm pada menit ke-16;
volume penyuntikan 20 0L

Validasi metode ..., Loedfiasfiati Adawiyah, FMIPA Ul, 2011
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Tabel 4.14 Data uji akurasi dan presisi kurkumilaeiaplasman vitro dengan penambahan baku dalam, Hari ketda(day)

Konsentras . Konsentrasi Rata-rata

sebenarnyg Lua.s el perbandingan e ur Konsentrasi SD KOV % diff

(ng/mL) Kurkumin Irbesartan Luas Puncak (ng/mL) terukur (ng/mL) (%)
9815 206536 0,0475 68,88 11,03
9027 202924 0,0445 64,64 4,20
62,04 9610 217908 0,0441 64,11 65,40 3,00 4,59 3,33
8374 198342 0,0422 61,48 -0,90
8634 184426 0,0468 67,90 9,44
292729 217831 1,3438 1878,92 13,57
287966 232267 1,2398 1733,67 4,79
1654,40 296768 224750 1,3204 1846,25 1796,85 69,15 3,85| 11,60
279400 216402 1,2911 1805,31 9,12
271341 220583 1,234 N R 3,97
429249 184414 2,3276 3252,60 -1,70
493951 203830 2,4233 3386,24 2,34
3308,80 554165 224951 2,4635 3442,29 3434,39 157,11 4,57 4,03
561489 212935 2,6369 3684,43 11,35
482517 197934 2,4378 3406,38 2,95

Kondisi: kolom Gg Kromasif 100-5 dengan panjang kolom 250 x 4,6 mm ukurarikehr5,0 um, fase gerak asetonitril-metanol-aqdesiilata-asam asetat

(33:20:46:1); kecepatan alir 1,0 mL/menit; detekthr pada panjang gelombang 250 nm dengan gradiejam@ gelombang menjadi 420 nm pada menit ke-16;
volume penyuntikan 20,00
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Tabel 4.15 Data uji akurasi dan presisi kurkumilaeiaplasman vitro dengan penambahan baku dalam, Hari ketsa{day)

Konsentr : Konsentrasi Rata-rata
sgbZﬁarr?; Lua.s Tuea perbandingan) "y Konsentrasi SD KOV % diff
(ng/mL) Kurkumin Irbesartay  Luas Puncak (ng/mL)._| terukur (ng/mL) (%)
13725 237971 0,0577 64,99 4,75
11874 218953 0,0542 59,84 -3,55
62,04 8053 137731 0,0585 66,17 60,36 5,13 8,51 6,66
12827 252538 0,0508 54,70 -11,83
13604 262918 0,0517 56,12 -9,54
321535 250659 1,2828 1895,70Q 14,59
286424 225244 1,2716 1879,05 13,58
1654,40 221652 181225 1,2231 1806,51 1843,70 61,89 3,36 9,19
315929 247712 1,2754 1884,69 13,92
291456 245546 1,1870 1752,56 5,93
534938 215149 2,4864 3694,31 11,65
591000 239469 2,4680 3666,81 10,82
3308,80 608885 241961 2,5165 3739,29  3697.93 4334 117/ 1301
596531 243106 2,4538 3645,64 10,18
582944 231387 2,5193 3743,60 13,14

Kondisi: kolom Gg Kromasif’ 100-5 dengan panjang kolom 250 x 4,6 mm ukuranikear5,0 pm, fase gerak asetonitril-metanol-aqdesiilata-asam asetat
(33:20:46:1); kecepatan alir 1,0 mL/menit; detektdf pada panjang gelombang 250 nm dengan gradiejams gelombang menjadi 420 nm pada menit ke-16;
volume penyuntikan 20,0
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Tabel 4.16 Data uji akurasi dan presisi antar dhari kurkumin dalam plasma vitro dengan penambahan baku dalam

62,04 (ng/mL)

VARIASI INTRA HARI | VARIASI ANTAR HARI
. Rata-r Rata-rat
. Luas Punces Perbandingan KonSeptigg] . Kons%nétirtaasi KV Kossaen?r:s KV
Hari . terukur % diff SD SD
Kurkumin | Irbesartan Luas Puncak (ng/mL) terukur (%) terukur (%)
(ng/mL) (ng/mL)
11413 250818 0,0455 70,17 | 13,11
11095 265935 0,0417 64,78 | 4,42
1 10485 255938 0,0410 63,71 | 2,69 67,67 3,16, 4,67
9472 208964 0,0453 69,92 | 12,71
8454 186906 0,0452 69,79 | 12,49
11084 229556 0,0483 69,13 | 11,43
9570 233083 0,0411 59,19 | 4,59
2 9660 230936 0,0418 60,25 | -2,88 63,56 3,98/ 6,26 65,12 3,31| 5,08
10756 238185 0,0452 64,83 | 4,50
10697 238497 0,0449 64,41 | 3,82
9392 187557 0,0501 70,26 | 13,24
10549 210605 0,0501 70,28 | 13,28
3 11114 233083 0,0477 66,82 | 7,70 68,60 1,57 2,29
12029 248591 0,0484 67,83 | 9,33
9561 197557 0,0484 67,84 9,36
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9815 206536 0,0475 68,88 11,03

9027 202924 0,0445 64,64 4,20

9610 217908 0,0441 64,11 3,33 65,40 3,00, 4,59
8374 198342 0,0422 61,48 -0,90

8634 184426 0,0468 67,90 9,44

13725 237971 0,0577 64,99 4,75

11874 218953 0,0542 59,84 -3,95

8053 137731 0,0585 66,17 6,66 60,36 5,13/ 8,51
12827 252538 0,0508 54,70 -11,83

13604 262918 0,0517 56,12 -9,94

Validasi metode ..., Loedfiasfiati Adawiyah, FMIPA Ul, 2011
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Lanjutan
VARIASI INTRA HARI VARIASI ANTAR HARI
. Rata-rata Rata-rata
. Luas Puncak Perbandingar o S a 2 Konsentrasi KV | Konsentras KV
Hari . terukur % diff SD SD
Kurkumin | Irbesartan Luas Puncak (ng/mL) terukur (%) terukur (%)
(ng/mL) (ng/mL)
252730 194334 1,3005 1859,17 12,38
292620 240926 1,2146 1736,68 4,97
1 297235 244694 1,2147 1736,90 4,99 1778,00 83,79 4,71
276977 235272 1,1773 1683,50 1,76
~ 294020 224319 1,3107 1873,795 13,26
E 288284 225075 1,2808 1764,00 6,62
2 277830 | 235264 1,1809 1626,62 -1,68
Q| 2 300317 248391 1,2090 1665,29 0,66 1625,09 102,49 6,31
3 285822 248596 1,1497 1583,74 -4,27
§ 252113 | 233753 1,0785 1485,83 -10,19 171286 ) 13551 7.91
242853 229960 1,0561 1517,07 -8,30
197283 192301 1,0259 1473,70 -10,92
3 246186 213834 1,75%3 1654,03 -0,02 1519,66 78,57 5,17
174454 172073 1,0138 1456,34 -11,97
219045 210176 1,0422 1497,13 -9,51
292729 217831 1,3438 1878,92 13,67
4 287966 232267 1,2398 1733,67 4,79 1796,85 69,15 3,85
296768 224750 1,3204 1846,25 11,60
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279400 216402 1,2911 1805,31 9,12

271341 220583 1,2301 1720,13 3,97

321535 250659 1,2828 1895,7Q 14,69

286424 225244 1,2716 1879,05 13,68

221652 181225 L2251 1806,5] 9,19 1843,70 61,89 3,3¢
315929 247712 1,2754 1884,69 13,02

291456 245546 1,1870 1752,56 5,93
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Lanjutan
VARIASI INTRA HARI VARIASI ANTAR HARI
Luas Puncak _ - Rata-rata _ Rata-rata _
Hari . Perbandingar terRur % dliff Konsentrasi SD KV | Konsentrasi SD KV
Kurkumin | Irbesartar} Luas Puncak (ng/mL) terukur (%) terukur (%)
(ng/mL) (ng/mL)
550526 244221 2,2542 3218,70Q -2,Y2
505537 236004 2,1421 3058,84 -7,55
1 514514 241731 2,1285 3039,44 -8,14 3239,68 211,68 6,53
560551 240448 2,3313 3328,56 0,60
~ 567465 228023 2,4886 3552,87 7,38
£ 524592 200771 2,6129 3595,69 8,67
g 520107 195566 2,6595 3659,7§ 10,61
Ql 2 481136 185151 2,5986 3576,06 8,08 3479,60 245,34 7,05
g 465611 210079 2,2164 3050,43 -7,81 343144 17745 517
9 532425 208388 2,5550 3516,05 6,26 ' ’ '
460344 202108 2,2777 3274,03 -1,05
463184 213108 245385 3124,13 -5,58
3 473489 187242 2,5288 3635,10 9,86 BSOS 198,02 5,99
465611 210079 2,2164 3185,81 -3,72
444514 193110 2,3019 3308,79 0,00
429249 184414 2,3276 3252,60Q -1,70
4 493951 203830 2,4233 3386,24 2,34 3434,39 157,11 4,57
554165 224951 2,4635 3442,29 4,03
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561489 212935 2,6369 3684,43 11,35

482517 197934 2,4378 3406,38 2,95

534938 215149 2,4864 3694,31 11,65

591000 239469 2,4680 3666,81 10,82

608885 241961 2,5165 3739,29 13,01 3697,93 43,34 1,1]
596531 243106 2,4538 3645,64 10,18

582944 231387 2,5193 3743,60 13,14

Kondisi: kolom Gg Kromasif’ 100-5 dengan panjang kolom 250 x 4,6 mm ukuratikear5,0 pm, fase gerak asetonitril-metanol-aqdesiilata-asam asetat
(33:20:46:1); kecepatan alir 1,0 mL/menit; detektdf pada panjang gelombang 250 nm dengan gradiejams gelombang menjadi 420 nm pada menit ke-16;
volume penyuntikan 20,00

Validasi metode ..., Loedfiasfiati Adawiyah, FMIPA Ul, 2011
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Tabel 4.17. Data uji perolehan kembali 86overy) kurkumin dalam plasmia
vitro dengan penambahan baku dalam

Luas Puncak Perbandingan Konsentrasi Perolehqn
. terukur kembali
Kurkumin | Irbesartan Luas Puncak (ng/mL) (%)

11413 250818 0,0455 70,17 113,11

11095 265935 0,0417 64,78 104,42

10485 255938 0,0410 63,71 102,69

9472 208964 0,0453 69,92 112,71

8454 186906 0,0452 69,79 112,49

11084 229556 0,0483 69,13 111,438

9570 233083 0,0411 59,19 95,41

9660 230936 0,0418 60,25 97,12

. 10756 238185 0,0452 64,83 104,50
g‘ 10697 238497 0,0449 64,41 103,82
En 9392 187557 0,0501 70,26 113,24
= 10549 210605 0,0501 70,28 113,28
f,- 11114 233083 0,0477 66,82 107,70
© 12029 248591 0,0484 67,83 109,38
9561 197557 0,0484 67,84 109,3%

9815 206536 0,0475 68,88 111,03

9027 202924 0,0445 64,64 104,20

9610 217908 0,0441 64,11 103,33

8374 198342 0,0422 61,48 99,10

8634 184426 0,0468 67,90 109,44

13725 237971 0,0577 64,99 104,75

11874 218953 0,0542 59,84 96,45

8053 137731 0,0585 66,17 106,66

12827 252538 0,0508 54,70 88,17

13604 262918 0,0517 56,12 90,46
Rata-rata perolehan kembali (%) 104,97

SD 7,16
KV (%) 6,82
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Lanjutan
Luas Puncak Perbandingan K(igfueliﬁrrag Perolehan
Kurkumin | Irbesartan Luas Puncak (ng/mL) kembali (%)
252730 194334 1,3005 1859,17 112,38
292620 240926 1,2146 1736,68 104,97
297235 244694 1,2147 1736,90 104,99
276977 235272 1,1773 1683,50 101,76
294020 224319 1,3107 1873,75 113,26
288284 225075 1,2808 1764,00 106,62
277830 235264 1,1809 1626,62 98,32
300317 248391 1,2090 1665,29 100,66
— | 285822 248596 1,1497 1583,74 95,73
£ | 252113 233753 1,0785 1485,83 89,81
E 242853 229960 1,0561 1517,07 91,70
S | 197283 192301 1,0259 1473,70 89,08
g‘ 246186 213834 1,1513 1654,03 99,98
S | 174454 172073 1,0138 1456,34 88,03
219045 210176 1,0422 1497,13 90,49
292729 217831 1,3438 1878,92 113,57
287966 232267 1,2398 1733,67 104,79
296768 224750 1,3204 1846,25 111,60
279400 216402 1,2911 1805,31 109,12
271341 220583 1,2301 1720,13 103,97
321535 250659 1,2828 1895,70 114,59
286424 225244 el LD 1879,05 113,58
221652 181225 231 1806,51 109,19
315929 247712 dval7 ol 1884,69 113,92
291456 245546 1,1870 1752,56 105,93
Rata-rata perolehan kembali (%) 103,52
SD 8,69

KV (%) 8,40
Lanjutan
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Luas Puncak Perbandingan Konsentras Perolehan

. terukur :
Kurkumin | Irbesartan Luas Puncak (ng/mL) kembali
550526 244221 2,2542 3218,7( 97,28
505537 236004 2,1421 3058,84 92,45
514514 241731 2,1285 3039,44 91,86
560551 240448 2,3313 3328,56 100,60
567465 228023 2,4886 3552,87 107,38
524592 200771 2,6129 3595,69 108,67
520107 195566 2,6595 3659,78 110,61
481136 185151 2,5986 3576,06 108,08
~ | 465611 210079 2,2164 3050,43 92,19
£ | 532425 208388 2,5550 3516,05 106,26
g 460344 202108 2,2777 3274,05 98,95
Q | 463184 213108 R /35 3124,13 94,42
Q| 473489 187242 2,5288 3635,1( 109,86
8 | 465611 210079 2,2164 3185,81 96,28
444514 193110 2,3019 3308,79 100,00
429249 184414 2,3276 3252,6( 98,30
493951 203830 2,4233 3386,24 102,34
554165 224951 2,4635 3442,29 104,03
561489 212935 2,6369 3684,43 111,35
482517 197934 2,4378 3406, 3¢ 102,95
534938 215149 2,4864 3694,31 111,65
591000 239469 2,4680 3666,81 110,82
608885 241961 2,5165 3739,29 113,01
596531 243106 2,4538 3645,64 110,18
582944 231387 2,5193 3743,6( 113,14
Rata-rata perolehan kembali 103,71

SD 7,07

KV 6,82

94

Kondisi: kolom Gg Kromasif’ 100-5 dengan panjang kolom 250 x 4,6 mm ukuratikear5,0

um, fase gerak asetonitril-metanol-aquabidestéatam asetat (33:20:46:1); kecepatan alir 1,0
mL/menit; detektor UV pada panjang gelombang 250 dengan gradien panjang gelombang

menjadi 420 nm pada menit ke-16; volume penyunt2@0uL
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Tabel 4.18 Data uji stabilitas stok solution kurkmmengan penambahan baku dalam

Luas Puncak . Rata-Rata
WAKTU : Perbandingan oo pandingan Luas| SD | KV(%) | %diff
Kurkumin Irbesartan | Luas Puncak B e
0 JAM 611631 228328 2,6787 268 0.01 0.26
603582 224511 2,6884
-0,7

12 JAM 629828 236553 2,6625 267 0.02 0.60 0,78
621336 231403 2,6851 0,06
24 JAM 629474 236987 2,6562 267 0,01 0,54 -1,02
622349 232527 2,6765 -0,27
7 HAR] 629503 236770 2,6587 267 0.02 0.86 -0,93
628038 233369 2,6912 0,28
14 HAR] 618279 231881 2,6664 2,66 0,01 0,29 -0,64
629361 237007 2,6555 -1,05
21 HARI 603755 228793 2,6389 2.67 0,05 1,73 -1,67
621366 229773 2,7043 0,77
28 HARI 613530 230304 2,6640 2 68 0.02 0.67 -0,73
618813 230101 2,6893 0,21

Kondisi: kolom Gg Kromasif’ 100-5 dengan panjang kolom 250 x 4,6 mm ukuranikear5,0 pm, fase gerak asetonitril-metanol-aqdesiilata-asam asetat
(33:20:46:1); kecepatan alir 1,0 mL/menit; detektdf pada panjang gelombang 250 nm dengan gradiejams gelombang menjadi 420 nm pada menit ke-16;
volume penyuntikan 20,0
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Tabel 4.19 Data uji stabilitas beku cair kurkumaiesin plasman vitro dengan penambahan baku dalam

. | Rata-rata
Konsentrasi Hari — Perbandingan NORSSEES Konsentrasi KV ,
sebenarnya Ke- i Luas Puncak terukur oon SD (%) % diff
(ng/mL) urkumin | Irbesartan (ng/mL)
(ng/mL)
11413 250818 0,0455 70,17 13,11
0 11095 265935 0,0417 64,78 66,22 3,47 523| 4,42
62.04 10485 255938 0,0410 63,71 2,69
10721 293933 0,0365 53,46 -13,83
3 7541 194928 0,0387 56,55 56,09 2,44 4,35| -8,85
7170 179605 0,0399 58,27 -6,08
550526 244221 2,2542 3218,7( -2,72
0 505537 236004 2,1421 3058,84 3105,66 98,38 3,17 -7,55
3308.80 514514 241731 2,1285 3039,44 -8,14
466450 193154 2,4149 3374,46 1,98
3 484488 194825 2,4868 3474,82 3428,76 50,68 1,48| 5,02
432995 176036 2,4597 3436,99 3,87

Kondisi: kolom Gg Kromasif’ 100-5 dengan panjang kolom 250 x 4,6 mm ukurarikear5,0 um, fase gerak asetonitril-metanol-aqdesiilata-asam asetat
(33:20:46:1); kecepatan alir 1,0 mL/menit; detekidf pada panjang gelombang 250 nm dengan gradisjamg gelombang menjadi 420 nm pada menit ke-16;
volume penyuntikan 20,0L
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Tabel 4.20 Data uji stabilitas jangka pendek kurkudalam plasmén vitro dengan penambahan baku dalam

Konsentrasi S Perbandingar ROTCCOHE Kgﬁéae-rrl?rt:si KV ,
sebenarnya Jam ke- : terukur SD 0 % diff
(ng/mL) Kurkumin | Irbesartar) Luas Puncak (ng/mL) terukur (%)
(ng/mL)

13725 237971 0,0577 64,99 4,75

0 11874 218953 0,0542 59,84 63,67 3,37 529 | -3,55

8053 137731 0,0585 66,17 6,66

13539 233101 0,0581 65,60 5,73

62,04 6 13692 254064 0,0539 59,33 60,21 5,00 8,30 | -4,36
10778 209404 0,0515 55,71 -10,20

12435 280312 0,0444 58,00 -6,52
24 10193 246541 0,0413 53,55 54,87 2,72 495 | -13,68
10778 262795 0,0410 53,07 -14,46

534938 215149 2,4864 3694,31 11,65

0 591000 239469 2,4680 3666,81| 3700,14 36,59 0,99| 10,82

608885 241961 2,5165 3739,29 13,01

528848 232702 2,2726 3374,94 2,00

3308,8 6 643656 302180 2,1300 3161,84| 3373,86 211,48 6,27| -4,44
681449 282398 2,4131 3584,80 8,34

557066 269586 2,0664 3035,31 -8,27

24 525273 257885 2,0368 2991,83| 3018,84 23,58 0,78| -9,58

466775 226331 2,0624 3029,39 -8,44

Validasi metode
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Tabel 4.21 Data uji stabilitas jangka panjang karkudalm plasman vitro dengan penambahan baku dalam

Konsentrasi . Luas Puncak Perbandingan Konsentrasi .
sebenarnya | Hari ke- _ % diff
(ng/mL) Kurkumin Irbesartan Luas Puncak | terukur (ng/mL)
12625 310522 0,0407 70,38 13,44
0 11190 301858 0,0371 64,37 3,76
12045 372310 0,0324 56,47 -8,98
11927 249469 0,0478 54,45 -12,23
62,04 7 12253 254428 0,0482 54,90 -11,51
11406 224138 0,0509 58,41 -5,85
12490 242891 0,0514 59,10 -4,74
14 11036 231972 0,0476 54,15 -12,72
11619 234304 0,0496 56,74 -8,54
465434 231824 2,0077 3364,23 1,68
0 517045 289699 1,7848 2990,91 -9,61
550217 290645 1,8931 3172,30 -4,13
541822 234964 2,3060 2958,82 -10,58
3308,08 7 461133 209893 2,1970 2818,65 -14,81
508436 229090 2,2194 2847,43 -13,94
469967 210682 2,2307 2862,00 -13,50
14 469577 212754 2,2071 2831,70 -14,42
474917 215448 2,2043 2828,08 -14,53
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Tabel 4.22 Data hasil validasi metode analisis

99

Parameter analisis KV (%) Syarat %diff Syarat % Perolehan Syarat
Kembali
LLOQ 5,59 <20% -1,78 s/d 10,24 -20% s/d +20%
Akuras
62,04 -11,83 s/d 13,24
1654,40 111,97 s/d 14,59 ~15% S/d +15%
3308,80 -7,81 s/d 13,14
Presis
62,04 2,29 s/d 8,51
1654,40 336s/d631 =N
3308,80 1,17 s/d 7,05
% Perolehan Kembali
62,04 88,1 s/d 113,28
1654,40 88,03 s/d 114,59
3308,80 91,86 s/d 113,14
Selektivitas 4,14 < 20% -5,50 s/d 6,24| -20% s/d +20P%
Stabilitas larutan stok
(sampai hari ke-28) -1,67 s/d 0,77 gy 3/d +15%
Stabilitas beku cair
62,04 -13,83 s/d 13,11 -15% s/d +15%
3308,80 -8,14 s/d 5,02
Stabilitasjangka pendek
62,04 -14,46 s/d 6,66| -15% s/d +15%
3308,80 -9,58 s/d 13,01
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Stabilitasjangka panjang
62,04
3308,80

-12,72 s/d 13,44 -15% s/d +15%
-14,81 s/d 1,68
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Lampiran 1 Cara perhitungan efisiensi kolom

Jumlah Lempeng Teoritis :
2
— R
N = 16(3)
Height Equivalent to A Theoritical Plate :
_ L
HETP =
Faktor Ikutan :

—  Woo0s5
Tf =
Resolusi
tro—t
R _ 2( R2—tR1)
wi+W,
Keterangan
N = jumlah lempeng teoritis
tr = waktu retensi (menit)
W = lebar puncak

HETP = ukuran efisiensi kolom

L = panjang kolom (cm)
Tf = faktor ikutan
R = resolusi atau daya pisah

Wy s = lebar puncak diukur pada titik yang ketinggiaa®po dari tinggi puncak

di atas garis dasar
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Lampiran 2 Cara memperoleh regresi linear

Persamaan garis y = a + bx

Untuk memperoleh nilai a dan b digunakan metodetatdaerkecil (east square)

~ Cyd (X xi*)-(Zxi) (X xiyi)
- N (Y, xi2)— (X xi)2

~ NQxiyD)-QxDQyi)
N xi?2)= (X xi) (T xi)?

Linearitas ditentukan berdasarkan nilai koefisierekasi (r)

: NCE x9)=(E 0 y)
IN(2x%) (X )2 xN(Z Y?) -2 y)2]

Validasi metode ..., Loedfiasfiati Adawiyah, FMIPA Ul, 2011
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Lampiran 3 Cara perhitungan koefisien variasi dargsi

S
Y-Yi)?
syix = 2D
N-2
S
Swo = }II)/X
Keterangan ;
Sy/lx = simpangan baku residual
Sxo = standar deviasi fungsi
b = arah garis linear dari kurva kalibrasi
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Lampiran 4 Cara perhitungan presisi

| sx-x)2\!/2
Simpangan baku (SD)q ——
N-1
Presisi = Koefisien Variasi (KV)
_SD
.Y
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Lampiran 5 Cara perhitungan akurasi

Akurasi

% diff

(konsentrasi terukur—konsentrasi sebenarnya)

= X 100 %

konsentrasi sebenarnya

Keterangan :

Konsentrasi terukur merupakan konsentrasi kurkuyang diperoleh dari plot
kurva kalibrasi

Validasi metode ..., Loedfiasfiati Adawiyah, FMIPA Ul, 2011



106

Lampiran 6 Cara perhitungan uji perolehan kembali

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

x = konsentrasi kurkumin (ng/mL)

konsentrasi kurkumin terukur
= : : x 100 %
konsentrasi kurkumin sebenarnya

% perolehan kembali
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Lampiran 7a Sertifikat Analisis Kurkumin

USP Certificate

Curcumin
LOT FoH127

Molecular Formula

Molecular Wi' it

CAS Number
458-37-7

AL TS
ZT. MEGASETIA AC
i A X A

basts Keep cuntoiner By ciosed. Protect fevn ight.
Stoee m 2 eeamr

] CAT.NO. 1151455 USP ROCKWLLE MO LOT FOH1ZT

USP certifies that the USP Reference Standards Commiittee, in accordance with their rules and procedures,
determined that this USP Reference Standard lot s suitable to assess compliance with the monograph standards for
which it is specified. The critical characteristics of this lot are usually determined independently in three or more
laboratories, including USP, government, academic, and industrial collaborators.

QA Director

Page1of 2 06-Jun-2008
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Lampiran 7b Sertifikat Analisis Kurkumin

Calculation Value

Unless otherwise stated on the Reference Standard label, # value of 100.0% should be used in USP or NF
compendial applications for which the se of his Reference Standard i intended. Please refer to the specific
Reference Standard kabel for further information.

Expiration

Current fots are identified in the Official USP Reference Standards catalog. In some cases, the previous fot may siilt
be considered oificial 1f so, it is identified i the columa masked *Previous Lat'Valid Use Date.” Ordinarily, ihe
previous lonis carried in official status for about one yea after the current fat enters distribution.

fuis the responsibitity of each user 1 deterine that this ot is owres when used. To ensure up-w-dae infonmaton.
USP publishes the Official USP Reference Standards Catalog, which containg official ot designations.

Instructions for Use

Fotlow the instructions io the appropriate USP or NF Monographs and Genetat Requicements for Tests and Assavs
of the current LSP-NF. In the event that instrucions on the kabel of this ot difler fram these found i the curceni
LISP-NF, those on the fabe! supersede any Instructions Jisted in Chapier <112,

Non-Monograph Use
The suitabibity of this Reference Standard foruse in nor- compendial appiications & solely the responsibility of e wser.

" vy Aot

InL‘g‘LXJg Lhei
A MECASELAAGUNI Gio

JAKARTA

LEGAL NOTICE

USP MAKES NO REPRESENTATION OR WARRANTY WITH RESPECT TO THE ACCURACY,
COMPLETENESS, OR CURRENTNESS OF THIS CERTIFICATE; AND USP SPECIFICALLY DISCLAIMS
ANY OTHER WARRANTY, EXPRESS, IMPLIED, OR STATUTORY, INCLUDING BUT NOT LIMITED TO,
THE IMPLIED WARRANTIES OF MERCHANTABILITY AND FITNESS FOR A PARTICULAR PURPOSE.
USP DOES NOT WARRANT THAT THE INFORMATION CONTAINED HEREIN MEETS THE
CUSTOMER'S REQUIREMENTS. USP SHALL NOT BE LIABLE ON ACCOUNT OF ANY SUCH ERRORS
OR OMISSIONS.

USP Reference Standards ave not intended for use as drugs,
dietary supplements, @ as medical devices.
This dooument is tiot 3 Material Safety Data Sheet,

This cenificate may not be repraduced without
the express wiitten permission of USP.

Copyright 208 The United States Fostvacopeial Cinvention, hoc. All rights reserved.
Page 2of 2 ) 06-Jun-2008
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Lampiran 8 Sertifikat Analisis Irbesartan

HETEROLABS LI

Tol: (08459) 277106 -

OFFICE

ITED'” A

45
o

": e

FACTORY : Survey No*10, IDA Gadd |pomuram Jlnnaram Mandal Medak Dls! Andhra Pradash INDIA."
LEAGL Y
*HETERO CORPORATE", 7-2:A2, Industrlal Estates, Sanath Nngar Hyderabnd 500018, AP INDIAA
s Tel 23704923/24/25, Fax ; 91 +40- 23704929 23714260. dspael - B

CEHTIFICATE OF ANALYSIS",' £

b
! b ‘
"| Name of the Product \[RBESARTAN.: | = i ‘ (usp
i i i N <Y % aaikon ‘ oY T
Batch No. - :IR0170910 N ' BatchQuartlty pooo o 102.8Kg
Date of Manufacture :Seﬁtember‘2010' ol %+ }\na.iytlcaftkcpormo CIROITO0 -
Dateof Expiry ~ : August2015 1 70 Datcof Analysis . £07.,00.2010 .
CTESTS __ SRECIFICATIONS - " RESULTS
" 01 | Description A white tolI ff-whm. cry.‘slallmeM an . Awhite crystalline
powder S powder
|02 | Solubility Slightly sol jble in alcohol fmd m S Complies
R chhloromethanc Practlcally msbluble ‘ e
‘ in water
03 | Identification IRHVPLCSmllarto workmg standald Complies
i 6 RGN o
04 | Water content by K.F Notmore'th nOSO‘V;\w/wz‘ L _ 0.35%
05 | Residue on Ignition Not moxe[t an0.20%"" W] 0.05%
06 | Heavy Metals Not mor h v Less thar 0.002%

07 | Limit of azide

no‘ooz%‘{, i

NMTOZO% 4

" Complies

08 | Related compounds by 4 " " 0.01%
BPLG ¥ #hnpunty;f 'NMTO 15%: bt yof - Not detegted
‘ writy=24 . : NMT,0.15% 1 Not detected
| Htmphity 2] ANMT 0, 15% - 0.07%
- ‘ 0.07%
0.26%
09 | Assay by HPLC 99.7%
10 | Residual solvents by GC 67 ppm
’ % : Acetone” 69 ppm
* | Methylene lorlde N ‘Not detected
Cycldhexaﬂ Rk .'NMT 3§8Qppm Not detected
Dlmuthylfot’namndc ‘NMT 880 ppm . Not detected
O-xylene" Il NMT 190 ppm 19 ppm
mhouselmpurlly : T T ¥
he product Conforms (o the above spcmllcatlon}‘. o
|‘ By ] % N
repared b@’ Checked%l: . Authorised Signatory

w,,(
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Lampiran 9 Sertifikat Analisis Etinil Estradiol

(FOR PT SYDNA)

@\

SR A IR F AR A [
BENING 2)ZHU-PHARMACEUTICAL CO.LTD.
Certificate of Analysis

TRERE T T T - '
Product Lthiny! Estradiol(Micro) | Packingsize {
it & ks
2009960 18090646
___BahNo. | - “Test Number Sl
it Kt e 4=
' | Y 20090646
_ Quantity e Cettificate No. R
Jo Y 2k TR A ) ‘
J i BELING ks 1A 08 2009.06.08
Manufacturer ZAZHU-PHARMACEUTICA . Test date Jun 08,2009
— | LCO.LID. \
b spil s 2009.06.11
%tandardq Report date Jun 11,2009
146 a5 ki kB s 1m0
A8 g Specifications  Resulis W
RUEN] (1)L PR KR Ak (LB R ik
Description White or practically white ,odorless powder white ,odorless powder
R [N AAE e sE
Completeness — of Conforms lo standards Passed
solution
1400
Identification A HLE Hoe
LA (197K Conforms to standards Passed
IR (197K)
B C1970) Pt b 1 1 Wi
UV (197U) Conforms to standards Passed
[k |
Tesls .
i A 180~186TC 183.5~1850°C
Meiting range belween 180~186C
L e -28° F-295° -28.95°
Specilic rotation -28° 10-29.5°
(i) i =1.0% 0.4%
Loss on drying Not mure than 1.0%
St i <0. 54 0.05%
Residual Solvents acelones(), 5%
(b e TR 8 CoulayO V4 97.0~102.0% it
Assay 97.0~102.0% (on the dried basis)
(8 ‘ 04 < Bmicr
| Micronization i 95% Not more than 5 microns ; Ay
W K
L K omlusmn “The product is up.to the USP 30 standads.
& 0 LW 2009.06.05 THAME: 2012.06.04
Remark Produce date: Jun.5, 2009 Expire: Jun4, 2012 |

fi o A ek A . bl
Director | V7 3}&5 ; —l Checker ?E){f Analyst _@éi%_\_
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Lampiran 10 Sertifikat Analisis Kalium Losartan

- "'li.i‘.& NV VIV T IRV P S W T TIT = VY o v;o-"f";o-‘} e
L—J P.O SEJAVIA 457 002. DIST. RATLAM (M. P) TELEFAX  07412.27806¢, 276:61
\.. 09
e QUALITY DIVISION

CERTIFICATE OF ANALYSIS

g NAME OF THE PRODUCT:  LOSARTAN POTASSIUM USP i

BATCHSIZE  : 197.50 Kgs BATCHNo. : 9002LB3RII
MFG. DATE : Apr. 2009 A.R. No. : 1BD - 090899
RETEST DATE : Mar. 2014 DATE : 28/05/2009
_ TESTS h Y _ SPECIFICATIONS | REsuLTs
' DESCRIPTION | White to off-white powder. Conforms
SOLUBILITY 1 Freely soluble in water; slightly soluble in acetonitrile. Conforms
iDENTIFICATION A Infrared Absorption spectrum of test and standard are ! Conforms
concordant. g

B The UV absorption spectra of a 10pg/ml solution of ~Conforms
test and standard mn methanol, exhibit maxima and

(4 minima at the same wavelengths.
.- C. It meets the requirements of the test for Potassium : Conforms
WATER | NMT 0.5% wiw 0.17% wiw
HEAVY METALS “NMT 0.001% wiw <0.001% wiw
CHROMATOGRAPHIC . Any individua! impurity - NMT 0.20% 0.06%
PURITY (By HPLC) "Total imburities - NMT 0.50% ' 009%
ASSAY (By HPLC) 98 5% - 101.0% (on anhydrous, solvent-free basis) | 99 6%
RELATED 2-Butyl-4-Chloro-5-formyl Imidazole (BCFI) - NMT 0.15% | < 005%
f;’B:;LAgCES 2-tetrazolyl-4'methylbipheny! (TMB) NMT 0.15% <005%
s Isomer of Losartan © NMT 0.10% ! <005%
Any unknown impurity - NMT0.10% <0 05%
Total impuriies - NMT 0.50% <005%
RESIDUAL SOLVENTS Methanol : NMT 1000 ppm Not Detected
 Isopropyl Alcohol = NMT 2000 ppm , 107 ppm
' ! Methylene Chloride : NMT 200 ppm | Not Detected
Ethanol .- NMT 2500 ppm 113 ppm
Tertiary butanol : NMT 100 ppm " Not Detected
POLYMORPHISM Samples exhibil an endothermal maximum of melting at an
(By DSC) onset temperature in the range of 267°C to 277°C and an 274 64°C
additional endotherm in the range of 229°C to 250°C. 242 38°C
REMARKS : . The above sample CONFORMS as per above Specifications.
E @
ANALYST MANAGER QUALITY CONTROL
DATE : 09/10/2009 DATE OF PRINT : 09/10/2008
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Lampiran 11 Sertifikat Analisis Kurkuminoid

-L.MEREK
|

Specification
B20an4 Curcumin for synthesis
Sgoc. Valuo
himay |amlisicii = i
ety {I) e =
Dr. Wlfzmg Balkart
mepemubic lborunry Turagn gl s

Thir dbcameni har Ben g sod v lesirovd 2zife ond 1 valiahs o 2 sigresy

Mok FOas, Frankfurisr Hrake 5650, 4283 Damctadt (Garmany|: +48 81591 720 Page 1 of1

i EENeE v vl S 3T 12500
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