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ABSTRAK 

AISYAH ANDIANI. Validasi Metode Analisis Senyawa Tiopiperin dalam 
Plasma Tikus Menggunakan HPLC (Dibimbing oleh Muhammad Aswad dan 
Andi Dian Permana). 

 

Tiopiperin merupakan senyawa derivat piperin yang mengalami 
modifikasi struktur dan memiliki potensi sebagai kandidat obat karena memiliki 
aktivitas sebagai antikanker dan antiinflamasi. Sebelum dilakukan uji 
farmakokinetik, dibutuhkan suatu metode analisis  yang tervalidasi untuk 
menganalisis senyawa tiopiperin dalam plasma darah menggunakan HPLC. 
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui  kondisi optimal, metode 
ekstraksi serta parameter validasi dari senyawa tiopiperin dalam plasma darah. 
Adapun pengujian yang dilakukan meliputi Penetapan Metode Ekstraksi, Uji 
Linearitas, Batas Deteksi (LOD), Batas Kuantifikasi (LOQ), Selektifitas, Akurasi 
dan Presisi. Pengukuran dilakukan dengan menggunakan kolom Xselect 
CSHTM C18 (Waters,3.0 x 150 mm, 3.5 µm) dengan fase gerak Asetonitril : Air 
(60:40 v/v) dengan laju alir 0,5 mL/menit, Detektor PDA pada panjang 
gelombang 340 nm dan volume penyuntikan 20 µL. Hasil yang diperoleh pada 
penetapan metode ekstraksi yaitu pelarut yang memiliki hasil optimum adalah 
metanol dengan perbandingan volume plasma (1:3). Pada uji linearitas 
didapatkan persamaan kurva kalibrasi y= 128924x + 4413,5 dengan nilai (r2)= 
0,9991 dan Vxo = 2,28% yang telah memenuhi syarat ≤2%. Nilai LOD dan LOQ 
masing – masing 0,261 dan 0,791 µg/ml. Peak sampel pada plasma dan 
sampel dibandingkan dengan peak blanko memiliki selektifitas yang baik. Nilai 
%RE dari konsentrasi rendah, sedang dan tinggi pada intraday dan interday 
masing masing sebesar 9,64; 7,06; 7,74 dan 6,20; 7,34; 9,07. Pada semua 
pengujian didapatkan nilai %RE yang memenuhi persyaratan yaitu ±15%. 
Dapat disimpulkan bahwa metode yang telah dikembangkan di atas telah valid 
berdasarkan petunjuk validasi metode analisis resmi berdasarkan parameter 
kesesuaian sistem, linearitas, presisi, dan akurasi. 

 
 
Kata Kunci : HPLC, Plasma Tikus, Tiopiperin, Validasi 

 

 

 

 



 

x 
 

ABSTRACT 

AISYAH ANDIANI. ANALYTICAL METHOD VALIDATION OF THIOPIPERIN 
IN RAT PLASMA USING HPLC (Supervised by Muhammad Aswad and Andi 
Dian Permana). 
 
Thiopiperine is a derivative of piperine that has been chemically modified and 
potentially to be developed as a new drug due to its activity as anticancer and 
anti-inflammation. Before pharmacokinetics study a validated  analytical 
method is required to analyze thiopiperine in plasma using HPLC.  The purpose 
of this study was to determine the optimal coloumn condition, extraction 
method, and parameter validation of thiopiperine in plasma. The test carried 
out include determination of extraction method, linearity test, Limit of Detection 
(LOD), Limit Of Quantification (LOQ), selectivity, accuracy and precision. 
Chromatography analysis was achieved using  Xselect CSHTM C18 column 
(Waters, 3.0 x 150 mm, 3.5 µm) with a mobile phase of Acetonitrile: Water 
(60:40 v / v) with a flow rate of 0.5 mL / minute, PDA Detector at a wavelength 
of 340 nm and an injection volume of 20 µL. The results obtained of the 
extraction method and extraction, the best solvent to extracted sample is 
methanol with ratio (1:3). In linearity test a calibration curve obtained 
y=128924x + 4413.5, with (r2)=0.9991 and Vxo = 2.28% with specification ≤5%. 
LOD result 0.261 and LOQ 0.791 µg/ml peak sample in plasma compared woth 
blanko plasma have a good selectivity. %RE results from low, medium and high 
quality control on intraday and interday for each are 9.64; 7.06; 7.74 and 6.20; 
7.34; 9.07. In conclusion, the developed method was validated according to 
official guideline of analytical validation with respect to system suitability, 
linearity, precision and accuracy. 

 
Keywords: HPLC, Rat Plasma, Stability, Thiopiperine 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

I.1 Latar Belakang 

Piperin merupakan senyawa alkaloid terbesar yang terkandung dalam lada 

hitam (Piper ningrum L.), famili  piperaceae. Senyawa piperin memiliki peran 

yang besar terhadap aktivitas farmakologi dari lada hitam (Aziz et al., 2015). 

Sampai saat ini, beberapa studi telah membuktikan bahwa piperin memiliki 

aktivitas farmakologi seperti anti mikroba (Umadevi et al., 2013) , anti inflamasi 

(Sabina et al., 2010), anti mutagenik (Wongpa et al., 2007), immunodulator, 

anti tumor (Bezerra et al., 2007), anti ulcer (Bai and Xu, 2000) anti kanker (Do 

et al., 2013; Lin et al., 2014) dll. Namun, piperin memiliki kelarutan dalam air 

yang rendah dan berdampak pada bioavailabilitasnya yang rendah pula. 

Sehingga, untuk meningkatkan bioavailabilitas dari piperin ini, dikembangkan 

turunan – turunan senyawa piperin yang memilki sifat dan bioavailabilitas yang 

lebih baik (Gorgani et al., 2017). Salah satu turunan piperin yang berhasil 

disintesis menggunakan pereaksi lawesson adalah senyawa tiopiperin. 

Tiopiperin merupakan senyawa derivat piperin yang mengalami modifikasi 

struktur yaitu penggantian gugus karbonil (C=O) menjadi gugus tiokarbonil 

(C=S).  Senyawa ini memiliki aktivitas sebagai anti-inflamasi setelah dilakukan 

uji prediksi in-silico (Sukmana,2018). Dari penelitian yang dilakukan oleh 
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(Aswad et al, 2019) menunjukkan tiopiperin berpotensi menghambat faktor 

transkripsi pada sel kanker payudara. Sehingga, dari data tersebut tiopiperin 

menjadi senyawa yang berpotensi untuk dikembangkan menjadi obat. Dalam 

tahapan awal pengembangan kandidat obat, maka perlu dilakukan uji in vitro 

dan in vivo. Namun, sebelum pengujian in vivo perlu dikembangkan suatu 

metode bioanalisis yang tervalidasi untuk analisis senyawa tiopiperin pada 

sampel biologis. 

Analisis kualitatif dan kuantitatif senyawa (obat) atau metabolitnya dalam 

cairan biologis (terutama darah, plasma, serum, urin atau ekstrak jaringan) 

biasa disebut dengan bioanalisis. Dalam penemuan dan pengembangan obat 

baru, data yang didapatkan dari bioanalisis menjadi informasi yang sangat 

penting dalam uji stabilitas maupun farmakokinetik dari kandidat obat (Evans, 

2004). Data stabilitas, farmakokinetik dan farmakologi dari senyawa tiopiperin 

yang belum dilaporkan menjadikan pengembangan metode bioanalisis dari 

senyawa tiopiperin menggunakan darah penting untuk dilakukan. Sehingga, 

dari data metode analisis, akan berguna untuk digunakan sebagai acuan 

dalam analisis stabilitas senyawa tiopiperin ini. 

Pengembangan metode analisis merupakan prosedur analisis baru 

menggunakan instrumen dan metode yang disesuaikan berdasarkan tujuan 

dari analisis. Sehingga, menjadi hal yang penting untuk menggunakan metode 

analisis yang telah tervalidasi agar peneliti  mendapatkan hasil yang dapat 

dipercaya dan dapat diinterpretasikan (Shah et al., 1992). Sampai saat ini, 
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belum terdapat penelitian yang dilaporkan terkait metode analisis yang 

tervalidasi untuk senyawa tiopiperin dalam plasma darah. Oleh karena itu, 

perlu dilakukan pengembangan dan validasi metode analisis senyawa 

tiopiperin dalam plasma yang dapat digunakan sebagai acuan dalam analisis 

stabilitas maupun uji farmakokinetik. Parameter yang dievaluasi dalam 

pengembangan metode analisis ini adalah akurasi, presisi, spesifitas, 

linearitas, limit of detection (LOD), limit of quantitation (LOQ) (European 

Medicines Agency, 1995) 

Dalam melakukan metode bioanalisis obat dalam plasma digunakan 

instrumen HPLC. High Performance Liquid Chromatography (HPLC) adalah 

metode kromatografi cair yang menggunakan fase gerak dan fase diam untuk 

melakukan pemisahan suatu jenis senyawa berdasarkan kepolarannya. HPLC 

menggunakan bantuan pompa, dimana fase gerak akan dialirkan melalui 

kolom dan senyawa akan terpisah berdasarkan afinitasnya terhadap fase 

gerak (Stevenson, 1991). HPLC memiliki beberapa keunggulan yaitu dapat 

menangani senyawa – senyawa yang tidak stabil pada suhu panas; 

memisahkan senyawa dengan resolusi yang baik; waktu pemisahan yang 

singkat; dapat digunakan untuk analisis kuantitatif karena memiliki presisi yang 

tinggi (Khopkar,2003).  

Dari uraian tersebut diatas maka dilakukanlah penelitian mengenai validasi 

metode analisis senyawa Tiopiperine dalam sampel plasma darah tikus 

dengan metode HPLC. 
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I.2    Rumusan Masalah 

1. Bagaimana kondisi optimal dari analisis senyawa tiopiperin 

menggunakan HPLC? 

2. Bagaimana metode ekstraksi untuk analisis senyawa tiopiperin dalam 

plasma menggunakan HPLC? 

3. Bagaimana parameter validasi dari analisis senyawa tiopiperin 

menggunakan HPLC?  

I.3   Tujuan Penelitian 

1. Mendapatkan kondisi optimal dari analisis senyawa tiopiperin 

menggunakan HPLC. 

2. Mendapatkan metode ekstraksi untuk analisis senyawa tiopipein dalam 

plasma menggunakan HPLC. 

3. Menentukan parameter validasi analisis dari senyawa tiopiperin dalam 

plasma darah tikus seperti akurasi, presisi, spesifitas, linearitas, limit of 

detection (LOD), limit of quantitation (LOQ)  dengan metode HPLC. 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

II.1 Tiopiperin 

Tiopiperin merupakan senyawa derivat piperin yang disintesis dari 

senyawa piperin berdasarkan reaksi tionasi oleh pereaksi lawesson dan 

pelarut tetrahidrofuran. Tiopiperin mengalami modifikasi struktur dari senyawa 

piperin berupa penggantian gugus karbonil (C=O) menjadi gugus tiokarbonil 

(C=S) Tiopiperin memiliki struktur C17H19NO2S memiliki pemerian berupa 

serbuk berwarna oranye dan memiliki bau khas sulfur  (Sukmana, 2018). 

 

 

 

 

 

 

Senyawa ini memiliki aktivitas sebagai anti inflamasi setelah dilakukan uji 

prediksi in-silico, dimana dilakukan pengujian energi ikatan antara enzim 

siklooksigenase-2 sebagai agen inflamasi terhadap senyawa tiopiperin dan 

didapatkan nilai energi ikatan yang lebih besar dari senyawa tiopiperin 

dibandingkan asam arakidonat dan senyawa piperin. Tiopiperin juga memiliki 

potensi sebagai anti kanker dengan mekanisme sebagai inhibitor dalam proses 

Gambar 1. Senyawa Tiopiperin (Aswad et al, 2020) 
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aktivasi dari faktor transkripsi NF-kB pada sel kanker payudara (Sukmana, 

2018; Aswad et al, 2020). 

II.2 High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

High Performance Liquid Chromatography (HPLC) pertama kali 

diperkenalkan pada akhir tahun 1960-an dan awal tahun 1970-an. HPLC 

merupakan metode pemisahan senyawa yang digunakan untuk analisis 

kualitatif maupun kuantitatif dan pemurnian senyawa tertentu dalam suatu 

sampel. Adapun keunggulan dari HPLC, yaitu : ketepatan analisis dan 

kepekaan yang tinggi, cocok untuk memisahkan senyawa – senyawa 

nonvolatile yang tidak tahan pada pemanasan, cepat, pemilihan kolom dan 

eluen sangat bervariasi, pengukuran sampel dengan kadar yang rendah, 

penggunaan kolom yang dapat berulang, cocok untuk sampel yang memiliki 

ukuran molekul yang besar, menghindari terjadinya dekomposisi sampel yang 

dapat terjadi selama analisis dan memiliki resolusi yang baik (Johnson & 

Steveson., 1991; Gritter., 1991; Susanti & Dachriyanus, 2011). 

Instrumentasi HPLC terdiri atas delapan komponen pokok yaitu: wadah 

fase gerak, alat untuk memasukkan sampel, kolom, detektor, wadah 

penampung buangan fase gerak, tabung penghubung, dan suatu komputer 

atau integrator atau perekam (Gandjar & Rohman., 2007). 
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Gambar 2. Ilustrasi Instrumen HPLC (Dean M, 2013) 

a.  Wadah Fase Gerak (Reservoir) dan Fase Gerak 

 Wadah fase gerak digunakan untuk menampung fase gerak antara 1 

sampai 2 liter pelarut. Wadah ini harus bersih dan bersifat inert. Fase gerak 

atau eluen biasanya terdiri atas campuran pelarut yang mempengaruhi daya 

elusi dan resolusi dari proses analisis sampel. Daya elusi dan resolusi ini 

ditentukan oleh polaritas dari fase gerak dan fase diam serta sifat dari 

komponen sampel (Settle, F., 1997). 

 Fase gerak sebelum digunakan harus disaring terlebih dahulu untuk 

menghindari partikel – partikel yang dapat menganggu proses elusi, selain itu 

adanya gas dalam fase gerak juga perlu untuk dihilangkan sebab gas akan 

berkumpul dengan komponen lain pada pompa dan detektor sehingga 

mengacaukan analisis sampel (Meyer RF., 2004). 

 

 


