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ABSTRAK

APRILIA PARAMITHA DWI PUTRI. Validasi metode spektrofotometri UV-Vis
dengan agen penderivat cobalt tiosionat untuk analisis rivastigmin dalam
plasma tikus (dibimbing oleh Andi Dian Permana)

Latar Belakang. Rivastigmin, salah satu penghambat asetilkolinesterase,
merupakan obat yang digunakan dalam pengobatan Alzheimer. Sediaan rivastigmin
yang beredar saat ini memiliki beberapa kekurangan sehingga berbagai
pengembangan formulasi rivastigmin terus dilakukan. Untuk mendukung
pengembangan formulasi tersebut, berbagai metode analisis rivastigmin dalam
sampel biologis telah dilaporkan. Akan tetapi, metode-metode tersebut masih
memilki beberapa kekurangan. Tujuan. Untuk menutupi kekurangan tersebut,
penelitian ini mengembangkan dan memvalidasi metode analisis rivastigmin dalam
sampel plasma tikus menggunakan metode spektrofotometri UV-Vis dengan agen
penderivat cobalt tiosionat. Metode. Selain menggunakan agen penderivat cobalt
tiosionat, penelitian ini juga melibatkan ekstraksi dengan metode pengendapan
protein menggunakan pelarut metanol dan asetonitril. Parameter validasi yaitu
spesifitas, linearitas, batas deteksi (LOD), batas kuantitasi (LLOQ), akurasi, presisi
dan perolehan kembali kemudian ditetapkan dan disesuaikan dengan pedoman
International Conference on Harmonization (ICH). Hasil. Dari penelitian ini, panjang
gelombang maksimum rivastigmin berhasil digeser menjadi 654 nm. Selain itu,
diperoleh juga metode ekstraksi menggunakan asetonitrii dengan perbandingan
volume plasma (5:1) memberikan hasil optimum. Metode ini juga menunjukkan
spesifisitas dan linearitas yang baik dengan nilai koefisien korelasi sebesar 0,999
serta LOD dan LLOQ masing-masing 0,221 pg/mL dan 0,67 pug/mL. Pada uji akurasi
dan presisi, diperoleh %RE dan %RSD masing-masing berada dalam kisaran -9,91-
7,21% dan 0,67-11,21%. Dari uji perolehan kembali, diperoleh %RSD berada dalam
kisaran 1,13-9,65%. Kesimpulan. Berdasarkan pedomena ICH, metode yang
dikembangkan telah memenuhi persyaratan parameter spesifitas, linearitas, akurasi,
presisi dan perolehan kembali. Maka dari itu, dapat disimpulkan bahwa metode yang
dikembangkan valid dan dapat digunakan untuk analisis rivastigmin dalam sampel
plasma tikus

Kata Kunci: Rivastigmin; spektrofotometri UV-Vis; agen penderivat; cobalt tiosionat,
plasma
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ABSTRACT

APRILIA PARAMITHA DWI PUTRI. Validation of UV-Vis spectrophotometric
method using cobalt thiocyanate as derivatizing agent for analysis of
rivastigmine in rat plasma (supervised by Andi Dian Permana)

Background. Rivastigmine, an acetylcholinesterase inhibitor, is used in the
treatment of Alzheimer's. Conventional preparations of rivastigmine have
shortcomings so various developments of rivastigmine formulation continue to take
place. To support the development of such formulations, various analysis methods of
rivastigmine in biological samples were reported. However, these methods had some
shortcomings. Aim. To overcome these shortcomings, this study developed and
validated UV-Vis spectrophotometric method using cobalt thiocyanate as derivatizing
agent for analysis of rivastigmine in rat plasma sample. Methods. Apart from using
cobalt thiocyanate, this study involved protein precipitation method using methanol
and acetonitrile to extract rivastigmine from sample. Method validation parameters
such as specificity, linearity, limit of detection (LOD), lower limit of quantification
(LLOQ), accuracy, precision, and recovery were then defined as per International
Conference on Harmonization (ICH) guidelines. Results. In this study, the maximum
wavelength of rivastigmine successfully shifted to 654 nm. The extraction method
using acetonitrile with plasma ratio (5:1) was chosen as it gave optimal results. This
method also showed good specificity and linearity with correlation coefficient of
0,999, LOD and LLOQ of 0,221 pug/mL and 0,67 pg/mL. In the accuracy and precision
tests, %RE and %RSD were -9,91-7,21% and 0,67-11,21% respectively. In recovery
test, %RSD obtained was 1,13-9,65%. Conclusion. Based on the ICH guidelines,
the developed method met the requirements for specificity, linearity, accuracy,
precision, and recovery parameters. It can be concluded that the method developed
is valid and can be used for analysis of rivastigmine in rat plasma sample.

Keywords: Rivastigmine; UV-Vis spectrophotometric; derivatizing agent; cobalt
thiocyanate; plasma
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BAB |
PENDAHULUAN

11 Latar Belakang

Rivastigmin merupakan obat yang telah disetujui oleh US Food and Drug
Administration dalam pengobatan pasien Alzheimer yang mengalami demensia
ringan hingga sedang (Avendafio-Godoy et al., 2023). Rivastigmin bekerja dengan
menghambat enzim asetilkolinesterase dan butirilkolinesterase di otak.
Penghambatan ini kemudian meningkatkan kadar dan fungsi enzim asetilkolin yang
mengalami penurunan pada pasien demensia (Chen et al., 2022; Khunt et al., 2020).
Saat ini, secara komersial rivastigmin tersedia dalam bentuk kapsul, larutan dan
transdermal patch. Akan tetapi, pemberian rivastigmin secara oral memiliki
bioavailabilitas yang rendah serta menyebabkan berbagai efek samping yang
berdampak pada toleransi dan kepatuhan pasien (Avendafio-Godoy et al., 2023).
Selain itu, sediaan transdermal patch rivastigmin dilaporkan menyebabkan iritasi
lokal pada kulit pasien sehingga bentuk ini juga dapat menurunkan kepatuhan pasien
(Guimarées et al., 2022; Kurz et al., 2009). Untuk menutupi kekurangan-kekurangan
tersebut, berbagai formulasi rivastigmin terus dikembangkan (Avendafo-Godoy et
al., 2023).

Dalam pengembangan formulasi obat, optimalisasi formula yang ideal
memerlukan berbagai studi termasuk studi bioavailabilitas dan farmakokinetika.
Dalam studi-studi tersebut, penggunaan model hewan dilakukan. Model hewan
digunakan karena mampu meningkatkan prediktabilitas studi praklinis yang
digunakan dalam pengembangan formula obat untuk digunakan manusia (Magar
and Shakil, 2020; Rodriguez-Gascon et al., 2021). Maka dari itu, untuk mendukung
pengembangan formulasi rivastigmin, berbagai metode analisis rivastigmin dalam
sampel biologis hewan seperti plasma tikus telah dilaporkan. Namun, sebagian
besar metode tersebut adalah metode Liquid Chromatography-Mass
Spectrometry/Mass Spectrometry (LC-MS/MS) dan Gas Chromatography-Mass
Spectrometry (GC-MS). Metode tersebut sensitif dan spesifik tetapi memerlukan
biaya instalasi, pemeliharaan, dan operasional yang tinggi. Mullangi et al. (2011)
telah berhasil mengembangkan dan memvalidasi metode High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) dengan detektor fluoresensi untuk mengukur rivastigmin
dalam plasma tikus (Mullangi et al., 2011). Meskipun menggunakan instrumen yang
lebih ekonomis, penelitian ini melibatkan metode esktraksi cair-cair yang
membutuhkan biaya yang mahal. Gopalan et al. (2022) kemudian mengembangkan

= ode HPLC/UV untuk mengukur rivastigmin dalam plasma tikus
e esktraksi yang lebih cepat dan murah, yaitu pengendapan
al., 2022). Akan tetapi, dibandingkan dengan metode HPLC,
netri UV-Vis merupakan metode analisis yang lebih populer
digunakan, tersedia di sebagian besar laboratorium, serta
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Namun, metode spektrofotometri UV-Vis memiliki beberapa tantangan
dalam analisis senyawa pada sampel biologis karena kandungan-kandungan yang
terdapat pada sampel biologis cenderung menyerap cahaya pada panjang
gelombang UV dan dapat mengintervensi hasil yang diperoleh (Liu et al., 2022).
Maka dari itu, untuk mengukur rivastigmin dengan metode spektrofotometri UV-Vis,
penambahan agen derivatisasi untuk menggeser panjang gelombang maksimal
rivastigmin perlu dilakukan. Hal ini memungkinkan pengukuran rivastigmin
menggunakan panjang gelombang visible sehingga kandungan yang terdapat pada
sampel biologis yang dapat terdeteksi pada panjang gelombang UV dapat dieliminasi
dan tidak mengintervensi hasil yang diperoleh (Kumar et al., 2023). Cobalt tiosianat
merupakan agen derivatisasi yang dapat membentuk kompleks berwarna dengan
gugus amin pada rivastigmin. Kompleks yang terbentuk kemudian dapat diekstraksi
dengan nirobenzen dan diukur menggunakan spektrofotometer pada panjang
gelombang visible (Tuljarani et al., 2011).

Belum ada literatur yang melaporkan metode spektrofotometri UV-Vis
dengan agen penderivat cobalt tiosionat untuk analisis rivastigmin dalam plasma
tikus. Oleh karena itu, dalam penelitian ini akan dikembangkan metode
spektrofotometri UV-Vis dengan agen penderivat cobalt tiosionat untuk analisis
rivastigmin dalam plasma tikus. Metode analisis harus sesuai dengan penggunaan
atau tujuan yang dimaksudkan dan harus menghasilkan hasil yang dapat diandalkan.
Validasi metode analisis merupakan serangkaian prosedur yang menunjukkan
metode yang akan digunakan untuk analisis atau pengukuran kuantitatif analit dalam
sampel dapat diandalkan (Magar and Shakil, 2020). Oleh karena itu, dalam penelitian
ini, metode yang dikembangkan kemudian divalidasi untuk mengetahui apakah
metode tersebut memenuhi parameter validasi metode analisis yaitu spesifisitas,
linearitas, penentuan batas kuantitasi serta deteksi, akurasi, presisi dan perolehan
kembali sesuai dengan pedoman International Conference on Harmonization.

1.2 Tujuan dan Manfaat

Berdasarkan latar belakang di atas, maka tujuan dari penelitian ini adalah:
1. Untuk mengetahui panjang gelombang maksimum rivastigmin setelah
penambahan agen penderivat cobalt tiosionat
2. Untuk mengetahui metode ekstraksi optimal rivastigmin dari sampel plasma
tikus
3. Untuk menentukan parameter validasi analisis yaitu spesifitas, linearitas, batas
deteksi (LOD), batas kuantitasi (LLOQ), akurasi, presisi dan perolehan kembali

btometri UV-Vis menggunakan agen penderivat cobalt tiosionat
astigmin dalam sampel plasma tikus

tujuan tersebut, penelitian ini diharapkan dapat bermanfaat
n ilmu pengetahuan khususnya pada berbagai pengujian dalam
Llasi rivastigmin yang membutuhkan analisis rivastigmin dalam
nakan metode spektrofotometri UV-Vis.
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